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Bd. 323 (1961) 1 


Beitrage zur Wirkungsweise des Insulins, I\ 


Uber die gegenseitige Beeinflussung der Thyroxin-, 
Insulin- und Nebennierenrindenhormonwirksamkeit 
an der Atmungskette 
Gleichzeitig ein Beitrag zur Wirkungsweise des Thyroxins* 
Von 
Jiirgen Schole 


Aus dem Institut fiir Physiologie und Ernahrung der Tiere, Universitit Miinchen 
Vorstand: Prof. Dr. Dr. Briiggemann 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. August 1960) 


Hormone bzw. Verbindungen anderer Art, die syntheseférdernd 
(,anabol“) wirken, wie z. B. das somatotrope Hormon, das Insulin, 
einige Sexualhormone oder auch das Aureomycin**, zeigen — parallel 
zu den anabolen — antithyreoidale Effekte, d. h. sie sind in der Lage, die 
synthesehemmende, ,,katabole“ Wirkung des Thyroxins abzuschwiichen 
oder ganz aufzuheben*. Durch die Annahme, daB der Umsatz im inter- 
mediiiren Stoffwechsel von dem Grad der Kopplung zwischen Atmung 
und oxydativer Phosphorylierung bestimmt wird‘, war eine Erklarung 
dieser antithyreoidalen Wirkung nur unbefriedigend méglich. Die Re- 
aktivierung eines durch Thyroxin gehemmten phosphorylierenden Fer- 
mentes wiirde nimlich einen spezifischen ,,Enthemmungsmechanismus“‘ 
erfordern, der bei der groBen, chemisch sehr heterogenen Zahl anti- 
thyreoidaler Verbindungen® verhaltnismaBig unwahrscheinlich ist. 

Wir sind daher von der Arbeitshypothese ausgegangen, daf der 
physiologische Wirkungsort des Thyroxins nicht im Potentialbereich der 
gelben Fermente, sondern unterhalb derselben, zwischen dem Cytochrom 
a und der Cytochromoxydase, zu suchen ist. Wir konnten nachweisen, 
daB die Geschwindigkeit der Cytochrom-c-Oxydation in vivo und in 
vitro durch Thyroxin beschleunigt wird>. Sollte diese Vorstellung zu 
Recht bestehen, so lieBe sich damit, wie die folgenden Versuche zeigen, 


* Verwendete Abkiirzungen: NNR-H = Nebennierenrinden-Hormon; ATP 
= Adenosintriphosphorsiure; DPNH = reduziertes Diphosphopyridinnucleotid ; 

Tris = Tris-[hydroxymethy]]-aminomethan; nMol = Nano-Mol = 10~° Mol. 

1 TIT. Mitteil.: J. Schole, H. Karg u. R. Genewein, diese Z. 308, 91 [1957]. 

2 R. T. B. Lawrence, J. M. Salter u. C. H. Best, Brit. med. J. 1954, IT, 
437; I. Leslie u. J. Paul, J. Endocrinology 11, 110 [1954]. 

3 J. Schole u. K. Hieber, Vitamine u. Hormone 8, 78 [1958]. 

4 C. Martius u. B. Hess, Arch. Biochem. Biophysics 38, 486 [1951]; 
G. Feldott u. H. A. Lardy, Federation Proc. 10, 182 [1951]. 

5 J. Schole, diese Z. 317, 281 [1959]. 
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2 Jiirgen Schole, Bd. 323 (1961) 
die Beeinflussung der oxydativen Phosphorylierung durch Thyroxin unc 
die antithyreoidale Wirksamkeit syntheseférdernder Verbindungen 
erkliren. 

Weiterhin ist die Feststellung von Bedeutung, da die Thyroxin- 
wirkung auf den Grundumsatz an die Gegenwart von NNR-H gebunden 
ist®. Wir fanden auBerdem, daB die Redoxsysteme SH-Glutathion und 
L-Ascorbinsaure anscheinend zur vollen Entfaltung der Cortisonwirkung 
erforderlich sind’. Es eréffnete sich hiermit die Méglichkeit, einen Teil 
des Glutathioneffektes auf die Glucoseaufnahme und damit, da das 
Insulin die Glutathionverteilung von der Leber zur Peripherie begiin- 
stigt, einen Teil der Insulinwirkung zu erkliren'. Fiir die beim Normal- 
tier und beim Hungertier in der Leber sehr schnell einsetzende Insulin- 
wirkung (Abnahme der freien Leberglucose 15 Min. nach 10 E. Insulin 
um 50°% beim Normaltier’ bzw. Normalisierung der stationiren Zwischen- 
stoffkonzentrationen der Glykolyse und des ATP-Gehaltes der Leber 
15 Min. nach 5E. Insulin beim Hungertier*) kann dagegen die Glutathion- 
abwanderung aus der Leber allein nicht verantwortlich gemacht werden. 

Wir haben nun versucht, die Wechselwirkungen zwischen Thyroxin, 
Insulin und NNR-H experimentell zu erfassen. Es wurde gepriift, ob in 
der Leber zwischen der Geschwindigkeit der Cytochrom-c-Oxydation 
und dem P/O-Quotienten eine Beziehung besteht. Weiterhin wurde 
untersucht, ob der durch Thyroxin gesenkte P/O-Quotient durch eine 
antithyreoidale Verbindung (Insulin oder Aureomycin) erhéht werden 
kann. 


Methodik 


Als Versuchstiere dienten Sprague-Dawley-Ratten (Mannchen) gleicher 
Wachstumsintensitaét, die selbst gezogen wurden. Tiere verschiedenen Alters 
wurden zu 3 Gruppen zusammengefaBt. 

Die Gruppe A enthielt Tiere von 100 g Korpergewicht, die mit einer instituts- 
eigenen Zuchtdiat gefiittert wurden, bestehend aus (in Teilen): 


45 Weizenschrot *Mineralstoffmischung : 

30 Maisschrot 40% kohlens. Futterkalk 

15 Sojaschrot 30% phosphors. Futterkalk 

3 Magermilchpulver 24,5%, Viehsalz 

2 Luzerne-Griinmehl 5% Magnesiumsulfat 

2 Mineralstoffmischung* 0,5°% Spurenelemente als Sulfate 


(Fe:Cu:Mn:Co = 5:1,5:1:0,2 
Zur Gruppe B gehérten sehr alte Tiere (21 Jahre). Diese Tiere waren mit der 
folgenden Diat gefiittert worden: 


50 Weizenschrot 

40 Maisschrot 

4 Luzerne-Griinmehl 

3 Trockenbierhefe 

3 Mineralstoffmischung (s. 0.) 


6 J. Schole u. F. Funk, Naturwissenschaften 44, 183 [1957]. 

? II. Mitteil.: J. Briiggemann, J. Schole u. H. Karg, diese Z. 302, 41 
[1955]. 
8 W. Lamprecht u. I. Trautschold, diese Z. 311, 245 [1958]. 
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AuBerdem erhielt diese Gruppe etwa 6 g rohes Hiihnerfleisch pro Tier und Tag an 
6 Tagen der Woche und zweimal wéchentlich eine pelletierte Standarddiat im Aus- 
maB einer Tagesration, die 17% EiweiBanteile (Fischvollmehl und Fleischfutter- 
mehl) enthielt und mit 10000 E. Vitamin A, 1000 E. Vitamin D, und 100 mg Vit- 
amin E/kg angereichert war. 

Die Gruppe C bestand aus jungen, gerade ausgewachsenen Tieren von 230 bis 
250 g Kérpergewicht. Diesen Tieren wurde ausschlieBlich die pelletierte Standard- 
diat verabreicht. 

Alle verwendeten Hormone wurden s. c. gespritzt. Die Tétung erfolgte durch 
Dekapitation. In der Leber wurde parallel die Geschwindigkeit der Cytochrom-c- 
Reduktion (DPNH-Cytochrom-c-Reduktase), der Cytochrom-c-Oxydation und der 
P/O-Quotient bestimmt. 

Der P/O-Quotient wurde nach den Angaben von Lamprecht® mit Hefe- 
hexokinase und #-Hydroxy-butyrat als Substrat ermittelt. Jedes Warburg-K6lb- 
chen wurde mit etwa 3,5 mg Mitochondrienprotein beschickt. 


Die DPNH-Cytochrom-c-Reduktase wurde nach Mahler und Mitarbeitern!° 
unter Verwendung von Tris-Puffer, p78,5 bestimmt. Die Messung erfolgte im Ep- 
pendorfgerat bei 546 my. Die Geschwindigkeit der Cytochrom-c-Oxydation wurde 
nach 1. c.5 ermittelt. Die Messung der Cytochrom-c-Reduktion und -Oxydation 
erfolgte aus demselben Homogenat, die Berechnung aus der Anfangsgeschwindig- 
keit. Alle Angaben (einschlieBlich der Werte fiir P und O) sind bezogen auf Protein 
(Kjeldahl-N x 6,25). 


Ergebnisse 


In einer ersten Versuchsreihe haben wir in der Leber die Abhiingig- 
keit des P/O-Quotienten von der Geschwindigkeit der Cytochrom-c- 
Oxydation untersucht. Hierzu wurden Ratten der Gruppe A entweder 
tiglich mit 800 y DL-Thyroxin oder mit Thiouracil (0,2% im Futter) be- 
handelt. Aus der Tabelle (Vers. 1) und Abb. 1 geht hervor, daB die Ge- 
schwindigkeit der Cytochrom-c-Oxydation in dem Ausma8 ansteigt, wie 
der P/O-Quotient abnimmt. Der P/O-Quotient sinkt durch Abnahme der 
P-Aufnahme und gleichzeitiges Ansteigen des O,-Verbrauches. Die Cyto- 
chrom-c-Reduktion durch DPNH ist nach 1 x800 y Thyroxin stimuliert 
und erreicht nach 3 800 y Thyroxin wieder den Ausgangswert (40,1 
nMol Cytochrom c/120 Sek. pro 0,1 mg Protein). Die Beziehung zwischen 
der Cytochrom-c-Oxydation und dem P/O-Quotienten ist in Abb. 1 unter 
Verwendung einer gréBeren Versuchszahl dargestellt. Man sieht, daB bei 
P/O-Quotienten zwischen 1 und 3 die besprochene lineare Abhingigkeit 
gegeben ist, wihrend bei Quotienten unter 1 keine Beziehung mehr ge- 
funden werden konnte. Es sind auch sehr groBe Thyroxinmengen erfor- 
derlich, um P/O-Quotienten unter 1 zu erhalten (s. u.). 

An zweiter Stelle haben wir untersucht, ob sich der durch Thyroxin 
gesenkte P/O-Quotient mit Hilfe einer antithyreoidalen Verbindung wie- 
der erhéhen 1é8t. Wir wurden hierzu durch Versuche mit dem Antibioti- 
kum Aureomycin angeregt, das antithyreoidal- und wachstumswirksam 
ist und sich auBerdem als starker Hemmstoff fiir Flavoproteide erwiesen 


® G. Lamprecht, Dissertat. Miinchen 1956. 

10 H.R. Mahler, N. K. Sarkaru. L. P. Vernon, J. biol. Chemistry 199, 585 
[1952], zit. nach G. Pfleiderer in H. M. Rauen, Biochem. Taschenbuch, 8. 972 
u. zwar 8. 992, Springer-Verlag, Heidelberg 1956. 
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Jiirgen Schole, Bd. 323 (1961) 
hat'. Man konnte daher an die Méglichkeit denken, durch Hemmung der 
DPNH-Cytochrom-c-Reduktase eine Umleitung des Wasserstoff- bzw. 
Elektronentransportes iiber die Phosphorylierungskette zu erzwingen. 
Wenn diese Arbeitshypothese zu Recht bestand, muBte sich der anabole 
Leberfaktor Insulin in dieser Hinsicht als besonders wirksam erweisen. 

Es wurden Ratten der Gruppe A verwendet, die nach Wachstums- 
intensitat ausgelesen waren. Die Tiere erhielten 1 x800 y Thyroxin und 
24 Stdn. spiter entweder 15 Min. vor der Dekapitation 5 baw. 10 E. ,,In- 
sulin-Hoechst“‘ oder 375 y ,,Novo‘‘-Insulin (375 y entsprechend 10 E.) 
oder 60 Min. vor der Tétung 2 mg reinstes Aureomycin-hydrochlorid. 
Wie Vers. 2 der Tabelle zeigt, sind Insulin und Aureomycin in der Lage, 
die durch Thyroxin verschlechterte Energieausbeute zu verbessern, und 
zwar in verhaltnismaBig sehr kurzer Zeit. 
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Abb. 1. Zusammenhang zwischen dem P/O-Quotienten und der Geschwindigkeit 
der Cytochrom-c-Oxydation bei der Ratte (100 g Kérpergewicht). 
Abszisse: Cytochrom-c-Oxydation in nMol/120 Sek. pro 0,1 mg Protein. 

e Einzelergebnisse (ohne Beriicksichtigung von Vers. 1 der Tabelle); 
ec Mittelwerte aus Vers. 1. 


In einer dritten Versuchsreihe erhielten Ratten derselben Gruppe an 
zwei aufeinanderfolgenden Tagen 800 y Thyroxin + 5 mg Cortison 
(,,Ciba‘‘) + 3 mg SH-Glutathion + 2 mg L-Ascorbinsiure. Bevor die 
Tiere am dritten Tag getétet wurden, erhielt ein Teil 15, 45 bzw. 120 Min. 
vorher 400 y ,,Novo“-Insulin. Wie Vers. 3 der Tabelle zeigt, findet man 
auch in diesem Falle eine Zunahme des P/O-Quotienten als Folge der 
Insulinwirkung. Unterschiedlich ist, daB der Effekt verzégert auftritt. 

In einem vierten Versuch wurde an Hungertieren gearbeitet. Sehr 
alten (Gruppe B) bzw. jiingeren Tieren (Gruppe C) wurde 5—6 Tage das 

 K. Yagi, J. Okuda, T. Ozawa u. K. Okada, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 34, 372 [1959]; J. Schole, unveréffentlichte Versuche. 
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Futter entzogen (Wasser ad libitum). Am 6. Tag erhielten sie s.c. 500 mg 
Glucose und wurden eine Stunde spiter dekapitiert. Einige Tiere be- 
kamen 45 Min. nach der Glucosegabe 10 E. ,,Insulin-Hoechst‘ und wur- 
den ebenfalls nach einer Stunde getétet. Die Analysenergebnisse sind aus 
der Tabelle zu entnehmen (Vers. 4 alte, Vers. 5 junge Tiere). 


Man sieht, daB bei den alten Hunger-Tieren die DPNH-Cytochrom- 
c-Reduktase gehemmt ist; gleichzeitig ist die Phosphorylierung stark 
entkoppelt (P/O < 1). Trotzdem gelingt es — unter weiterer Hemmung 
der Reduktase — den P/O-Quotienten durch Insulin innerhalb von 15 
Min. entscheidend zu verbessern. Bei den jungen Tieren liegt dagegen 
keine Hemmung der Reduktase vor, und mit Insulin ist auch innerhalb 
von 15 Min. keine sichere Hemmung zu erzielen. Der P/O-Quotient andert 
sich durch Insulingabe ebenfalls nicht. 

Als Kontrollversuch haben wir noch einige Tiere der Gruppe A mit 
groBen Thyroxindosen belastet (3 <1,2 mg in 3 Tagen), andere mit ent- 
sprechenden Thyroxinmengen + 5 mg Cortison, 3 mg SH-Glutathion und 
2 mg Ascorbinsiure pro Tier und Tag. Vers. 6 gibt Auskunft iiber die 
erhaltenen Ergebnisse. 

Man sieht jetzt deutlich die Parallelitit des Hungerzustandes (alte 
Tiere) mit der Thyroxinbelastung. In beiden Fallen (Vers. 4 u. 6) ist die 
Cytochrom-c-Oxydation beschleunigt und die Reduktase gehemmt. Der 
P/O-Quotient sinkt ebenfalls in beiden Fallen unter 1. Andererseits wird 
der Schutzeffekt des Cortisons gemeinsam mit den Redoxsystemen deut- 
lich, da die Reduktasehemmung trotz des etwa gleich starken Thyroxin- 
effektes ausbleibt und der P/O-Quotient nicht so weit absinkt. Demnach 
scheinen die jungen Tiere wihrend des Hungerns mehr Rindenhormon 
bereitstellen zu kénnen (vgl. Diskussion). 

AbschlieBend haben wir uns noch die Frage vorgelegt, ob zwischen 
dem Ausma8 der Hemmung der DPNH-Cytochrom-c-Reduktase und 
dem gleichzeitigen Ansteigen des P/O-Quotienten eine Beziehung besteht. 
Wir haben fiir die Versuche 2 und 3 unter Zugrundelegung eines maxima- 
len P/O-Quotienten von 3,0 (8-Hydroxy-butyrat als Substrat) die ug- 
Atome Sauerstoff errechnet, die direkt ohne Phosphorylierung verbraucht 
werden. Traigt man jetzt die Abnahme dieses direkten O,-Verbrauches 
nach Insulin- bzw. Aureomycinbehandlung prozentual gegen die ent- 
sprechende prozentuale Abnahme der Reduktaseaktivitit auf, so erhalt 
man eine Gerade (Abb. 2). Dieses Ergebnis spricht dafiir, daB die Er- 
héhung des P/O-Quotienten durch die Hemmung der Reduktase zustande 
kommt. 

Zu beachten ist bei allen Versuchen, daB die Schilddriisenfunktion 
einen Jahresrhythmus zeigt, der sich bei der Ratte auch an Hand der 
Cytochrom-c-Oxydation verfolgen li8t. AuBerdem sind die Schilddriisen- 
und die Nebennieren-Funktion — und damit die Fermentaktivititen und 
der P/O-Quotient — wesentlich von den Fiitterungs- und Haltungs- 
bedingungen abhangig. Wir haben z. B. die Erfahrung gemacht, daB die 
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Entkopplung nach 800 y Thyroxin bei optimal gehaltenen Tieren der 
Gruppe A mit niedrigem Thyroxinspiegel (Cytochrom-c-Oxydation vor 
der Thyroxingabe 13,5 nMol/120 Sek. pro 0,1 mg Protein) innerhalb 
24 Stdn. erheblich gréBer ist (P/O 2,6 > 0,93) als bei Tieren mit hoherem 
internen Thyroxinangebot (Cytochrom-c-Oxydation 16,8 nMol/120 Sek. 
pro 0,1 mg Protein; P/O nach 800 y Thyroxin von 2,1 - 1,6). Je nach Tier- 
material kann man also Unterschiede erhalten. Das prinzipielle Ergebn’s 
ist natiirlich in jedem Falle gleich. 
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Abb. 2. Zusammenhang zwischen der Erhéhung des durch Thyroxin gesenkten 
P/O-Quotienten (Insulin, Aureomycin) und dem Grad der Hemmung der DPNH- 
Cytochrom-c-Reduktase (jeder Punkt als Mittelwert aus 3—5 Einzelergebnissen 
der Tabelle, Vers. 2 und 3). 
Ordinate: Prozentuale Abnahme des Sauerstoffs in wg-Atomen, der nach Insulin- 
bzw. Aureomycinbehandlung ohne Phosphorylierung verbraucht wird; 
Abszisse: Prozentuale Hemmung der Reduktaseaktivitat. 


Diskussion 


Das bekannte Absinken des P/O-Quotienten der Leber nach Thyro- 
xinzufuhr steht mit der nach Thyroxin ebenfalls auftretenden Beschleu- 
nigung der Cytochrom-c-Oxydation im Zusammenhang. Diese Beziehung 
gilt nicht mehr oder nur noch teilweise, wenn sehr hohe Thyroxindosen 
bzw. antithyreoidale Verbindungen zur Anwendung kommen. P/O- 
Quotienten unter 1 liegen nach Zufiihrung gréBerer Thyroxinmengen 
vor, die auch eine Hemmung der DPNH-Cyrochrom-c-Reduktase zur 
Folge haben. Diese Reduktasehemmung kann verhindert werden, wenn 
gleichzeitig mit dem Thyroxin Cortison + SH-Glutathion + Ascorbin- 
siiure verabreicht werden. Der Schutzeffekt ist bei gemeinsamer Verab- 
reichung dieser 3 Verbindungen am gréBten (vgl. auch 1. c.$). 
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Der durch 800 y Thyroxin gesenkte P-Einbau laBt sich durch 
,antithyreoidale Substanzen‘‘ (Insulin, Aureomycin) wieder anheben, 
und zwar in sehr kurzer Zeit (10 E. Insulin, 15 Min.). Dieser Befund 
scheint uns ein Hinweis dafiir zu sein, daB die Enzyme der Phosphorylie- 
rungskette durch das Thyroxin nicht gehemmt sein kénnen. Durch zu- 
siitzliche Gabe von Cortison zusammen mit den genannten Redoxsystemen 
kann die Phosphorylierungshemmung nicht aufgehoben werden (Vers. 3). 

Man kann aus diesen Ergebnissen folgende SchluBfolgerungen ziehen : 
Zufiihrung von Thyroxin steigert die Geschwindigkeit der Cytochrom-c- 
Oxydation. Die mit diesem Phinomen vermutlich gekoppelte Verstir- 
kung des Elektronenflusses durch die Atmungskette erhéht die Oxyda- 
tionsrate fiir DPNH. Es diirfte also ein ,,Sog“ entstehen, und es lat sich 
denken, daB jetzt der kiirzere, direkte Weg der DPNH-Oxydation(vgl. 
j. c.!2) bevorzugt beschritten wird, es sei denn, daB gleichzeitig dieAktivi- 
titen der phosphorylierenden Enzyme bedeutend zunehmen (s. u. die 
jungen Hungertiere). Durch Hemmung des direkten Wegs (Insulin, 
Aureomycin) kann die DPNH-Oxydation wieder phosphorylierend erfol- 
gen. Das wird umso wahrscheinlicher, als eine etwa lineare Abhangigkeit 
zwischen der Reduktasehemmung und dem Ansteigen des P/O-Quotien- 
ten besteht. Wir neigen daher zu der Annahme, daf der nach kleinen 
Thyroxindosen zu beobachtende Entkopplungseffekt durch die Be- 
schleunigung der Cytochrom-c-Oxydation bedingt ist (,,physiologische 
Entkopplung‘‘), wihrend erst nach héheren Dosen zusitzlich eine direkte 
Hemmung der ersten Phosphorylierungsstufe eintritt (,,toxikologische 
Entkopplung‘‘). Vermutlich wird ein an der ersten Phosphorylierungs- 
stufe beteiligtes gelbes Ferment gehemmt!’, wie es Martius gefordert 
hat!4. Diese Hemmung scheint mit der Hemmung der DPNH-Cytochrom- 
c-Reduktase etwa parallel zu verlaufen. Jedenfalls haben wir nur dann 
starke Entkopplungen beobachtet, wenn diese Reduktase gehemmt war. 
Gleichzeitig scheinen die hohen Thyroxindosen die Cytochrom-c-Oxyda- 
tion so stark zu beschleunigen, daB auch diese Stufe der Atmungskette in 
zunehmendem MaBe ohne Phosphorylierung durchlaufen wird (Absinken 
des P/O-Quotienten unter den Wert 1, vgl. Vers. 6). 

Hungernden jungen Tieren ist es anscheinend méglich, den durch 
Beschleunigung der Cytochrom-c-Oxydation erzeugten ,,Thyroxinsog“ 
durch zusitzliche Stimulierung der Phosphorylierungskette (vermehrte 
Bereitstellung von NNR-H) teilweise auszugleichen. Es ist seit langerer 
Zeit bekannt, das Schilddriise und Nebenniere im Hunger eine Aktivie- 
rung erfahren. Der Anstieg des Thyroxinspiegels erfolgt hier langsam 
und kontinuierlich, so daB sich die entsprechende gréBere NNR-H-Menge 
— sofern die Nebennieren geniigend reaktionsfaihig sind — gleichzeitig 


12 ©, Martius, Dtsch. med. Wschr. 88, 1701 [1958]. 
13 W. Radsma, G. G. Bruggink, A. de Bruin u. A. G. Hilvers, Acta 


physiol. pharmacol. neerl. 5, 319 [1957]. 
14 C, Martius, 5. Colloquium der Gesellschaft fiir physiologische Chemie, 


Mosbach/Baden 1954. 
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bilden kann. Wir haben zwar fiir die zur Zeit des Versuches in der Zelie 
vorliegende NNR-H-Konzentration kein direktes Ma8. Einen nur un- 
sicheren Anhaltspunkt kénnte die GréBe der Nebennieren liefern, die bei 
den jungen Hungertieren in jedem Fall iiber die Norm anstieg, wihrend 
bei den alten keine oder eine sehr viel geringere Verainderung vorlag. 
Sicherer laBt sich die NNR-H-Aktivitat auf dem Umweg iiber die Insulin- 
empfindlichkeit abschaitzen. DaB das Insulin als ein direkter Antagonist 
der NNR-H anzusehen ist, diirfte wohl kaum noch zu bezweifeln sein. 


Natiirlicherweise wird bei hoher Konzentration des Antagonisten die 
Insulinwirkung weniger intensiv und verzégert auftreten (vgl. Vers. 3) 
als bei geringerer Wirksamkeit des Gegenspielers. Thyroxin steigert, 
Cortison senkt die Insulinempfindlichkeit. Die Steigerung durch Thyroxin 
wurde auch von anderer Seite schon demonstriert!®. Findet man also 
beim alten Hungertier eine ghemmte Cytochrom-c-Reduktase und hohe 
Insulinempfindlichkeit bei normaler Nebennieren-GréBe, so spricht das 
fiir eine gegeniiber dem steigenden Thyroxinangebot zu geringe Rinden- 
hormon-Konzentration in der Leberzelle. Beim jungen Hungertier mit 
vergroBerter Nebenniere, hoher Reduktaseaktivitat, aber sehr geringer 
Insulinempfindlichkeit diirfte das Verhaltnis von Thyroxin zu NNR-H 
dagegen gut ausgewogen sein. Der P/O-Quotient sinkt weniger stark. 

Dem diabetischen Tier fehlt der syntheseférdernde Leberfaktor In- 
sulin. Ein solches Tier entspricht demnach, regulatorisch gesehen, dem 
jungen Hungertier, ,,vermindert‘‘ um die Zunahme der Thyroxinkonzen- 
tration. Die diabetische Leber weist also, da der Antagonist fehlt, eine 
hohe NNR-H-Wirksamkeit auf, was zu einer verzégerten Insulinwirkung 
auf die Leber fiihrt. 8 Wochen nach der Alloxangabe* ist die Geschwin- 
digkeit der Cytochrom-c-Oxydation in der Leber etwa normal, eher 
etwas unter der Norm (12,4 nMol Cytochrom ¢/120 Sek. pro 0,1 mg Pro- 
tein), die Aktivitat der DPNH-Cytochrom-c-Reduktase ist stark erhéht 
(79 nMol Cytochrom c/120 Sek. pro 0,1 mg Protein). Der P/O-Quotient ist 
annihernd normal!* und die Insulinempfindlichkeit der Leber gering. 
Die schnell einsetzende Insulinwirkung auf die Leber, die wir beim Nor- 
maltier? und die Lamprecht und Mitarbeiter* beim Hungertier nach- 
weisen konnten, tritt also beim diabetischen Tier verzégert auf, was 
Lam precht?? auch gefunden hat. 

Nach unseren Ergebnissen scheinen die Flavoproteide bei der hor- 
monalen Stoffwechselregulation eine Schliisselstellung einzunehmen. Der 
direkte Antagonismus zwischen dem Insulin und dem NNR-H scheint 
sich an dieser Fermentgruppe abzuspielen. Es ist theoretisch vorstellbar, 
daB die Geschwindigkeit der Cytochrom-c-Oxydation, oder auch, bei 
Steigerung derselben durch Thyroxin, die Aktivitit der gelben Fermente 


* Nichternblutzucker > 300 mg%. 
15 A, Hasselblatt u. C. Bastian, Arzneimittel-Forsch. 8, 590 [1958]. 
16 R. E. Parks, J. Alderu. J. H. Copenhaver, J. biol. Chemistry 214, 693 
[1955]. 
1” W. Lamprecht, persénliche Mitteilung. 
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fiir die Oxydationsrate der Glucose, der Aminosiuren oder. der Fett- 
siuren begrenzend ist. Geht man von der Annahme aus, daB die NNR-H 
die Aktivitat der Flavoproteide aufrecht erhalten, so wird es verstindlich, 
daB NNR-H + Thyroxin zur Erzielung einer maximalen katabolen Stoff- 
wechselsituation erforderlich sind. (Die Abnahme des Kérpergewichtes 
von 100 g schweren Ratten betrigt —- entsprechend unseren Versuchs- 
protokollen — nach 800 y Thyroxin/Tag innerhalb 2 Tagen durchschnitt- 
lich 3 g, bei gleichzeitiger Gabe von Cortison + Glutathion + Ascorbin- 
siure 11 g. Der Grundumsatz verhilt sich entsprechend, I. c.*.) Werden 
bei dieser Stoffwechsellage die in der Atmungskette oberhalb des Thy- 
roxins angeordneten gelben Fermente durch einen Antagonisten der 
NNR-H (z. B. Insulin oder Aureomycin'*) gehemmt, so daB die Aktivitit 
dieser Fermente und nicht mehr die Cytochrom-c-Oxydation fiir den 
Gesamtumsatz begrenzend ist, dann erhailt man einen antithyreoidalen 
Effekt. Wir konnten nachweisen, daB Insulin und Aureomycin auch die 
Aminosiiureoxydase und die Acyldehydrogenasen des Fettsiurecyclus 
hemmen. Wir werden iiber diese Ergebnisse in Kiirze berichten. 


Frau Liselotte Waertel wird fiir fleiBige Mitarbeit herzlich gedankt. 

Die vorliegende Arbeit wurde durch eine Personal- und Sachbeihilfe der 
Deutschen Forschungsgemeinschaft geférdert. 

Herrn Priv.Doz. Dr. W. Lamprecht danken wir ganz besonders fiir die jeder 
Zeit gewahrte Unterstiitzung bei der Erlernung der Methodik zur Bestimmung des 


P/O-Quotienten. 
Den Farbwerken Hoechst und der Fa. Novo, Terapeutisk Laboratorium, 
Kopenhagen, wird fiir die Uberlassung der Insulinpraparate bestens gedankt. 


Zusammenfassung 


In der Rattenleber wurden der P/O-Quotient, die Geschwindigkeit 
der Cytochrom-c-Oxydation und die DPNH-Cytochrom-c-Reduktase 
unter verschiedenen Bedingungen untersucht. 

1. Der P/O-Quotient der Leber ist bei Werten zwischen 1 und 3 
linear abhingig von der Geschwindigkeit der Cytochrom-c-Oxydation. 

2. Der durch DL-Thyroxin gesenkte P/O-Quotient liBt sich, unter 
gleichzeitiger Hemmung der DPNH-Cytochrom-c-Reduktase, durch eine 
antithyreoidale Verbindung (Insulin, Aureomycin) in kurzer Zeit erhéhen. 
Das Ausma8 der Erhéhung des P/O-Quotienten ist vom Umfang der Re- 
duktasehemmung abhiangig. 

Gleichzeitige Gabe von Nebennierenrinden-Hormon gemeinsam mit 
SH-Glutathion und Ascorbinsiure verzégert die Hemmung der DPNH- 
Cytochrom-c-Reduktase und damit das Ansteigen des P/O-Quotienten 
erheblich. 

3. Bei sehr alten Tieren ist nach 6 Tagen Hunger die DPNH-Cyto- 
chrom-c-Reduktase gehemmt, die Cytochrom-c-Oxydation beschleunigt 
und die oxydative Phosphorylierung stark entkoppelt (P/O < 1). Insulin 


18 J. Briiggemann, H. Karg u. J. Schole, Vitamine u. Hormone 7, 338 
[1956 }. 
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bessert den Quotienten auch hier in kurzer Zeit unter weiterer Hemmung 
der Reduktase. Bei jiingeren Hungertieren ist die DPNH-Cytochrom-c. 
Reduktase nicht gehemmt, die Cytochrom-c-Oxydation ebenfalls be. 
schleunigt und der P/O-Quotient weniger stark abgesunken. Bei diesen 
Tieren ist in der kurzen Zeit von 15 Min. kein Effekt auf den P/O-Quo. 
tienten der Leber festzustellen. Nach héheren Thyroxindosen findet man 
dieselben Verhialtnisse wie bei alten Hungertieren. Bei gleichzeitiger Gabe 
von Cortison + SH-Glutathion + Ascorbinsiure werden die bei den jiin- 
geren Hungertieren gefundenen P/O-Quotienten und Fermentaktivitaten 
erhalten. 

4. Aus diesen Ergebnissen wird der SchluB gezogen, daB die Ent- 
kopplung der oxydativen Phosphorylierung nach kleineren Thyroxin- 
dosen nicht durch eine Hemmung der phosphorylierenden Fermente, 
sondern durch eine Beschleunigung der Cytochrom-c-Oxydation zu- 
stande kommt. Antithyreoidale Effekte kénnten durch Hemmung der in 
der Atmungskette oberhalb des Thyroxins angeordneten gelben Fermente 
erklirt werden. 


Summary 


The P/O quotient, rate of cytochrome c oxidation and DPNH-cyto- 
chrome c reductasé have been investigated in rat liver under different 
conditions. 

1. Between the values of 1 and 3, the P/O quotient of liver is linearly 
dependent on the rate of oxidation of cytochrome c. 


2. The depression of the P/O quotient caused by DL-thyroxine can 
be quickly relieved, with a simultaneous inhibition of the DPNH-cyto- 
chrome c reductase, by antithyroid compounds (insulin, aureomycin). 
The extent of this increase in P/O quotient depends on the degree of 
inhibition of the reductase. 

Simultaneous doses of adrenal cortical hormone, with SH-glutathione 
and ascorbic acid, considerably retarded the inhibition of DPNH-cyto- 
chrome ¢ reductase and the corresponding increase in P/O quotient. 


3. In very old animals, 6 days starvation causes an inhibition of 
DPNH-cytochrome c reductase, an increase in the rate of cytochrome c 
oxidation and a marked uncoupling of oxidative phosphorylation (P/O 
< 1). Insulin again-improves the quotients with a further inhibition of 
the reductase. In young fasting animals, the DPNH-cytochrome c reduc- 
tase is not inhibited, cytochrome c oxidation is still accelerated and the 
P/O quotient decreased to a lesser extent. In these animals, no effect on 
the P/O quotient of the liver can be detected over a short period of 15 min. 
If young fasted animals are given high doses of thyroxine, the picture 
becomes that of old fasted animals. Simultaneous dosage with cortisone 
+ SH-glutathione + ascorbic acid restores the P/O quotients and 
enzyme activities to those found in young starved animals. 
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4. From these results it is concluded that the uncoupling of oxidative 
phosphorylation by small doses of thy oxine is not caused by an inhibition 
of phosphorylating enzymes, but by an acceleration of cytochrome ¢ 
oxidation. Antithyroid effects could then be explained by inhibition of 
the flavoenzymes situated in the respiratory chain above thyroxine. 


Dr. Jiirgen Schole, Institut fiir Physiologie und Ernéhrung der Tiere der Uni- 
versitat, Miinchen, Veterinarstr. 13. 
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Vergleich der Einwirkung von Zink, Persauerstoff 
und Alkylierungsmitteln auf Ascites-Zellen* 
Von 
Giinther Weitzel und Eckhart Buddecke 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Oktober 1960) 


Vorangehende Untersuchungen !~° zur Biochemie der Zink-Mercap.- 
tid-Reaktion lieferten u. a. folgende Ergebnisse : 

1. Die Reaktionsfahigkeit von SH-Verbindungen (Cystein, Glutathion) 
wird in vitro durch Zinkionen stark eingeschrinkt. So laBt sich z. B. 
die Kondensation von Cystein mit Aldosen durch stéchiometrische 
Zinkmengen vollig blockieren!. Im Tapetum lucidum des Augenhinter- 
grundes von Carnivoren wird Cystein durch Bindung an Zink inakti- 
viert und als 1:1-Komplex abgelagert?. 

2. Zinkionen entfalten bereits in sehr geringen Konzentrationen gegen- 
iiber SH-abhingigen Fermentsystemen ausgeprigte Hemmeffekte ; so 
sind z. B. die Muskelfermente GAPDH und Aldolase* und die Fermente 
der Acetylierung* gegen Zink hochempfindlich. 

3. Inhibitoreffekte des Zinks, die ebenfalls auf Mercaptidbildung be- 
ruhen, lassen sich auch an der intakten Hefezelle® nachweisen, wobei 
jedoch das AusmaB der Girungs- und Atmungshemmungen entschei- 
dend von der Struktur der eingesetzten Zinkverbindungen abhingt. 
Bemerkenswert erscheint, daB die Hemmeffekte des Zinks an der 
Hefezelle ebenso wie am isolierten Ferment dem Wirkungsgrad aggres- 
siver Alkylierungsmittel und Peroxyde gleichkommen**®, 


Nachstehend berichten wir iiber den EinfluB von Zink auf Atmung 
und anaerobe Glykolyse tierischer Zellen (Asciteszellen des Ehr- 
lichschen Miiusecarcinoms). Die Effekte der gepriiften Zinkkomplexe ver- 
glichen wir in Parallelversuchen mit der Wirkung anderer Schwermetalle, 


* Es werden folgende Abkiirzungen benutzt: EDTA — Athylendiamintetra- 
acetat (Dinatriumsalz, Komplexon ITI); Aldolase = Fructose-diphosphat-aldolase; 
DPN® und DPNH = oxydiertes bzw. reduziertes Diphosphopyridinnucleotid; 
FDP = Fructose-1.6-diphosphat; GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehy- 
drogenase (Triosephosphat-Dehydrogenase); MDH = Milchsaiure-Dehydrogenase; 
ADH = Alkohol-Dehydrogenase. 

' G. Weitzel, J. Engelmann u. A.-M. Fretzdorff, diese Z. 315, 236 [1959]. 

2G. Weitzel, E. Buddecke, A.-M. Fretzdorff, F.J.Strecker u. 
U. Roester, diese Z. 299, 193 [1955]; 304, 1 [1956]. 

3 G. Weitzel u. W. Schaeg, diese Z. 316, 250 [1959]. 

4 G. Weitzel, H. Konig, G. Benwitz u. P. Wahl, diese Z. 316, 267 [1959]. 
5 G. Weitzel u. E. Buddecke, diese Z. 317, 150 [1959]. 
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einiger Alkylierungsmittel und Persauerstoffverbindungen. Den mano- 
metrischen Test an den Asciteszellen ergiinzten wir durch Bestimmungen 
von Fermentaktivititen, DPN®-, DPNH- und Substrat-Kon- 
zentrationen. In der vorliegenden Arbeit beantworten wir die Frage, 
ob die an Hefezellen von uns® gefundenen Zinkhemmungen an Ascites- 
zellen wiederkehren und ob auch hier die Inhibitoreffekte von Aikylie- 
rungsmitteln und Peroxyden durch Zinkverbindungen erreicht werden. 


Methodik 


1. Asciteszellen 


5 bis 7 Tage alter Mause-Ascites (Ehrlich-Ascites-Carcinom) wird nach steriler 
Entnahme mit Ringerlésung 1:1 verdiinnt. Die Asciteslésung wird gleichmaBig auf 
2 Zentrifugenglaser verteilt und bei etwa 500 U./Min. 5 Min. zentrifugiert. Die iiber- 
stehende Fliissigkeit wird verworfen. Die im Bodensatz befindlichen Asciteszellen 
werden zweimal mit 10—20 ml Krebs-Ringer-Phosphatpuffer (Atmung), bzw. Krebs- 
Ringer-Hydrogencarbonatpuffer (anaerobe Glykolyse) gewaschen und schlieBlich in 
15 ml Phosphat- bzw. Hydrogencarbonatpuffer suspendiert. Zur Erzielung einer 
gleichmaBigen Verteilung wird nach Zugabe von 4 bis 5 kleinen Glasperlen gelinde 
geschiittelt. Die Ascitessuspension enthalt pro mi 30 bis 35 x 10® Zellen (deren ge- 
naue Menge jedesmal ermittelt wird), was einem Trockengewicht von 10 bis 13 mg/ 
ml entspricht. 

2. Ansatz zur Manometrie 


1,0 ml Inhibitorlésung: Die zu priifende Verbindung wird in 1,0 m/ Human- 
serum (Behringwerke) bzw. in 1,0 ml Pufferlésung gelést (die Einwaage wurde ent- 
weder direkt darin gelést oder die in 10facher Konzentration angesetzte waBrige 
Losung der zu priifenden Verbindung mit Serum bzw. Puffer im Verhiltnis 1:10 
verdiinnt). 

1,0 ml Asciteszellsuspension, Krebs-Ringer-Phosphatlésung fiir Atmungs- 
messung, Krebs-Ringer-Hydrogencarbonatlésung fiir anaerobe Glykolyse. 

Herstellung der Pufferl6sungen nach 1. c.°. 

Fiir die hier angewendete Serum-Puffer-Technik wurde die Krebs-Ringer- 
Hydrogencarbonatlésung mit der doppelten Menge NaHCO, angesetzt, alle ande- 
ren Bestandteile der Pufferlésungen blieben unverandert. 

0,1 ml 10proz. Glucoselésung. Endvolumen: 2,1 ml. (Bei Atmungsmessung be- 
fanden sich 0,15 m/l 2n NaOH im Einsatz). Gasraum: Luft bzw. bei anaeroben Ver- 
haltnissen N,/CO, 95:5, das 10 Min. vor Versuchsbeginn unter Schiitteln der Kegel- 
gefaBe eingeleitet wird. Temperatur: 37°, Versuchsdauer: 90 Min. 

Bei Vorinkubationsversuchen lieB man den in 0,5 m/l Serum gelésten 
Antiinhibitor zunachst 15 Min. bei Zimmertemperatur auf die Asciteszellen ein- 
wirken, dann wurde der Ansatz durch Zugabe des in 0,5 ml Serum gelésten Inhibi- 
tors komplettiert. 

3. Fermentmessungen 


10 ml der zur Manometrie verwendeten Asciteszellsuspension werden mit 10 ml 
Serum bzw. Serum-Inhibitor-Gemisch und Glucose (1 ml 10proz.) im gleichen Ver- 
haltnis wie zur manometrischen Messung in 250-ml-Warburg-GefaBen 90 Min. bei 
37° unter anaeroben Bedingungen inkubiert. Die anaerobe Glykolyse wird in jedem 
Ansatz wie unter 2. mitbestimmt. Bei Versuchsende wird der Reaktionsansatz durch 
EingieBen in eiskalte Ringerlésung gestoppt, zentrifugiert und zweimal mit eiskalter 
Ringerlésung (ohne Hydrogencarbonat) gewaschen. Nach Aufschwemmen in wenig 
Ringerlésung wird mit reichlich kaltem Aceton iibergossen und zweimal mit Aceton 








6 W. W. Umbreit, R. H. Burrisu. J. F. Stauffer, Manometric Techniques 
and Tissue Metabolism, 2. Ed., Burgess Publ., Minneapolis 1951. 
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gewaschen. Das abzentrifugierte Prazipitat wird getrocknet und bei 0° im Exsikka. 
tor aufbewahrt. 

Herstellung des Fermentextraktes, wie friiher® beschrieben (jedoch ohne Ver. 
wendung eines Homogenisators!). Die angegebenen Aktivitatseinheiten beziehen 
sich auf 1 mg Acetontrockenpulver. 





Optischer Test 
GAPDH und Aldolase wie friiher® beschrieben. 


MDH: 2,70 ml Triathanolaminpuffer (9,28 g Triathanolamin-hydrochlorid in 
800 ml bidest. Wasser lésen, mit konz. Kalilauge auf pq7,6 
einstellen und auf 1000 mi auffiillen). 


0,20 ml Natriumpyruvat (40 mg auf 10 ml Wasser) 
0,05 ml DPNH (10 mg/m/) 
0,05 ml Zellextrakt 


Berechnung: wie friiher® beschrieben. 


4. DPN- und Substratbestimmungen 


a) Zellaufarbeitung 

Fir Ansatze mit 50% Serumzusatz: Manometrischer Ansatz wie zur 
Fermentmessung. Fiir den Aufschlu8 der Zellen werden 20 ml der Asciteszell- 
suspension aus dem Warburg-GefaB sofort in 10 ml 30proz. Trichloressigsaure 
gegeben, unter mehrmaligem Umschiitteln 10 Min. stehengelassen und anschlieBend 
in der Kalte hochtourig zentrifugiert. Der klare Uberstand wird entnommen und 
zur Verhinderung des Ausfallens von Zinkhydroxyd bei der spateren Neutralisation 
mit 80 bis 100 mg festem EDTA versetzt. Dann wird mit NaOH auf px 7,0 gebracht 
und nach Ermittlung des genauen Volumens zum optischen Ansatz verwendet. 

Ansatze ohne Serumzusatz werden in gleicher Weise behandelt, jedoch 
EingieBen der Asciteszellsuspension in 10 ml 6proz. Trichloressigsaure. 


b) Optischer Ansatz 


(d = 5 cm, FDP- und DPN®-Bestimmung bei 334 my, Triosephosphat- und 
DPNH.-Bestimmung bei 336 my, alle Messungen bis zum Reaktionsstillstand). 


DPN® (Werte fiir Ansatz mit Serum in Klammern): 

4,0 ml Uberstand (4,0 ml) 

3,3 ml m/15 Phosphatpuffer, pH 7,2 (3,36 m/) 

0,6 ml Semicarbazid-Alkohol (0,60 ml) 

Start mit 0,1 ml ADH, Kristallsuspension*, 1:25 verdiinnt. 

(0,04 m7 1:10 verd.). 

DPNH: 

4,0 ml Uberstand 

0,25 ml Acetaldehyd (2,8 ml mit dest. Wasser auf 50 ml auffiillen) 
3,65 ml m/15 Phosphatpuffer, pH 7,2 

Start mit 0,1 ml ADH, Kristallsuspension 1:25 verdiinnt. 

FDP: 

4,0 ml Uberstand 

3,6 ml 0,05m Triathanolamin-Puffer, p47 7,6 

0,1 ml 5,4proz. Na,HAsO,-7H,O 

0,1 ml lproz. DPN® 

0,1 ml GAPDH, Originalsuspension von Boehringer 1:5 verdiinnt. 
Start mit 0,1 mJ Aldolase, Kristallsuspension 1:5 verdiinnt. 


* Enzyme: Handelspraparate der Fa. Boehringer & Séhne, Mannheim. 
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Triosephosphat: 


4,0 ml Uberstand 
3,7 ml 0,05m Triathanolamin-Puffer 
0,1 ml lproz. DPNH 


Start mit 0,2 m/ Triosephosphat-Isomerase/Glycerophosphat-Dehydrogenase, 
Kristallsuspension 1:50 verdiinnt. 


Berechnung nach der Formel: 
AE -6-x-y-z= y/g Asciteszellen (Trockengewicht) 
AE = Extinktionsdifferenz vom Start bis zum Stillstand der Reaktion 
6 = Verdiinnungsfaktor 
x = Verhaltnis Endvolumen/Ausgangsvolumen bei Neutralisation mit NaOH 
y = Faktor zur Umrechnung von 1 mi Asciteszellsuspension auf Asciteszell- 
Trockengewicht: Zellzahl (1 m1) - 0,357 y 
z = Faktor einer Extinktionsinderung von 0,001 entsprechend fiir: DPN® = 
0,02216, DPNH = 0,0403, FDP = 0,01133, Triosephosphat = 0,0103. 


5. Zinkbestimmung in Ascites-Serum und -Zellen 


a) Komplexometrisch 


Veraschen mit H,SO,/HNO,, Ausschiitteln mit Dithizon/CCl, bei p#5,5, wie 
friiher’? beschrieben. 

Ausschiitteln des Dithizonextraktes mit 20 m/ 0,1n HCl. Direkte Titration mit 
0,003m EDTA und Eriochrom T. 


b) Zincon-Methode® 

Veraschungslésung mit 4x2 ml Wasser in 25-m/-MeBk6lbchen spiilen, mit 
4n NaOH und In H,SO, auf schwach sauren px (Methylrot) einstellen, dann 1 ml 
lproz. KCN, danach 5 m/ Boratpuffer, pH 9,0, danach 3 ml Zincon (130 mg + 2 ml 
In NaOH + 98 ml dest. Wasser), dann 3 ml 10proz. Chloralhydrat zufiigen, mit 
Wasser auffiillen bis zur Marke. 

Kolorimetrie bei 620 my im Zeiss-Spektralphotometer. 

Bei Anwesenheit von 10 y Zn stéren bis zu 30 y Fe®® oder Fe®® nicht. Ver- 
gleiche von Komplexometrie und Zincon-Methode sowie direkte Eisenbestimmun- 
gen ergaben, daB wegen des sehr niedrigen Eisengehaltes der Asciteszellen Stérun- 
gen der Zinkanalyse nicht eintreten. 


Substanzen 


Zinkkomplexe: Soweit méglich, ging man vom analysenreinen kristallinen 
Zinkkomplex aus; andernfalls gewann man die Komplexe durch doppelte Um- 
setzung der berechneten Mengen in waBriger Lésung. 


Stabilitatskontrolle: Um die Léslichkeit in den Inkubationsmedien zu 
kontrollieren, léste man die Zinkkomplexe bei 37° in Wasser, Ringer-Lésung, 
Ringer-Lésung + 10° Serum und in reinem Serum (Humanserumkonserve Beh- 
ring-Werke, Marburg). Danach erfolgteZugabe gleicher Volumina 0,41proz. NaHCO,- 
Lésung, Krebs-Ringer-Hydrogencarbonat-Lésung und Krebs-Ringer-Phosphat- 
Lésung. Nur solche Komplexe, welche dabei in den Zinkkonzentrationen 5 x 10-3m, 
2x10-3m, 10-°m und 5x10-4m keine Niederschlage bildeten, wurden fiir die 
Hemmversuche herangezogen. 


Alkylierungsmittel und Persauerstoffverbindungen: Sieke I. c.5. 


7 G. Weitzel u. A.-M. Fretzdorff, diese Z. 292, 212 [1953]. 
8 J. Platte u. V. Marcy, Analytic. Chem. 31, 1226 [1959]. 
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Ergebnisse 
l. Inkubationsmedium und Schwermetalleffekte 


Vergleich verschiedener Inkubationsmedien: Die Frage- 
stellung der vorliegenden Arbeit verlangt, daB im Inkubationsmedium 
moéglichst gute Lebensbedingungen fiir die Asciteszellen gewihrleistct 
sind, jedoch die Struktur des eingesetzten Metallkomplexes durch Be- 
standteile des Mediums nicht verindert wird. Als Inkubationsmedien fiir 
Atmungs- und Garungsmessungen an Asciteszellen geniigen an sich 
eiweibfreie phosphat- bzw. hydrogencarbonathaltige Pufferlésungen: 
durch Zugabe von Serum kénnen deren Eigenschaften verbessert und 
biologischen Verhiltnissen angenihert werden. 
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Abb. 1. Atmung (a) und anaerobe Garung (b) von Asciteszellen in verschiedenen 
Inkubationsmedien : 


I: Krebs-Ringer-Phosphat- (a) bzw. -Hydrogencarbonat-Puffer (b), II: Ascites- 
serum, III: Mauseserum, IV: Rattenserum, V: Kaninchenserum, VI: Humanserum. 
II—VI: je 50% Serum + 50°, Puffer. 


In Vorversuchen ohne Metallzusatz priiften wir daher das Ausmab 
der Atmung und anaeroben Glykolyse von Asciteszellen in reinen Puffer- 
lésungen und in solchen mit Zusatz verschieden hoher Konzentrationen 
der Sera einiger Tierarten. In Abb. | sind die erhaltenen Ergebnisse 
mit reinen Pufferlésungen einerseits und 50proz. Serumzusatz anderer- 
seits zusammengestellt. 

Der Vergleich der Sera verschiedener Herkunft (Abb. 1) laBt das 
Arbeiten mit Humanserum am zweckmabigsten erscheinen. Aus Abb. 1 
geht zwar hervor, daB die Asciteszellen bei Inkubation im Ascitesserum 
selbst oder im Mauseserum die héchsten Q;'- bzw. Qo,- Werte aufweisen, 
da aber unter den iibrigen untersuchten Inkubationsmedien (Ratten-, 
Kaninchen- und Humanserum) keine sehr groBen Unterschiede bestehen. 
im Vergleich zu reinen Pufferlésungen erweist sich ein 50proz. Zusatz von 
Humanserum fiir die anaerobe Glykolyse der Asciteszellen als gleich gut, 
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fiir die Atmung als besser geeignet. Wegen der Vorteile konstanter Zu- 
sammensetzung, garantierter Sterilitit und beliebiger Verfiigbarkeit be- 
nutzten wir fiir die Inkubationsmedien, soweit sie Serumzusatz erhielten, 
eine Humanserumkonserve. Es kommt hinzu, daB diese frei ist von un- 
spezifischen Glykolyse-Hemmeffekten, welche auf der Anwesenheit eines 
thermolabilen Faktors beruhen sollen®. Da aber (Abb. 1) auch in serum- 
freien Pufferlésungen die anaerobe Glykolyse der Asciteszellen prak- 
tisch nicht geringer ist als in Gegenwart von Serum, priiften wir die 
Hemmeffekte der Zinkverbindungen in drei verschiedenen Inkuba- 
tionsmedien: in Pufferldsungen ohne Serumzusatz, mit 5°% und mit 
50% Serumzusatz. 

Vergleich verschiedener Schwermetallacetate bei vari- 
iertem Serumgehalt des Mediums: Die Beeintriichtigung der 
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Abb. 2. Wirkung verschiedener Schwermetalle auf Atmung (a) und anaerobe Gly- 
kolyse (b) von Asciteszellen in Abhangigkeit von der Serumkonzentration im Ansatz. 
Alle Metalle als Acetate; Endkonzentration 2 x 10-m. 

Atmung und anaeroben Glykolyse von Asciteszellen durch Zusatz von 
Schwermetallacetaten zum Inkubationsmedium liBt sich an der Ascites- 
zelle ebenso wie an der Hefezelle nachweisen. Die Hemmeffekte von 
Schwermetallen werden jedoch erwartungsgemiB stark modifiziert, 
wenn dem Inkubationsmedium steigende Mengen von Serum zugesetzt 
werden. Die Serumproteine binden mehr oder weniger groBe Anteile der 
Metallicnen, so daB allgemein steigender Serumgehalt des Mediums 

Schwermetallhemmungen von Asciteszellen vermindert. 

Abb. 2 zeigt die Hemmung von Glykolyse und Atmung durch fiinf 
verschiedene Schwermetallacetate bei steigendem Serumgehalt (5—45°%%) 
des Inkubationsmediums. Die gewahlte Metallkonzentration (2 x 10-%m) 
fiihrte nicht zu EiweiBfillungen. 


9 C. Landschitz, Z. Naturforsch. 11b, 663 [1956]. 
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Aus Abb. 2 geht hervor, daB bei einem S5proz. Serumgehalt des Ar- 
satzes alle untersuchten Metalle die Atmung und Girung beeintrachtigen : 
Quecksilber ruft totale Atmungs- und Girungshemmung hervor, wahrend 
Kupfer vollstandige Glykolysehemmung und 60proz. Atmungshemmunz 
verursacht. Zink und Cadmium hemmen die Glykolyse um 80 bzw. 60%, 
die Atmung um 55 bzw. 65%. Kobalt und Blei zeigen nur noch maBige 
oder geringfiigige Hemmungen von Atmung und Girung. Diese bei 
5proz. Serumzusatz beobachteten Hemmeffekte werden mit Ausnahme 
von Quecksilber durch steigenden Serumzusatz abgeschwiicht, wobei der 
Wirkungsabfall fiir die einzelnen Metalle verschieden ist. Wahrend auch 
bei 45proz. Serumgehalt die Hemmung durch Quecksilber total bleibt, 
wird die Kupferhemmung der Glykolyse fast vollstindig und der Atmung 
ginzlich aufgehoben. Dagegen ist der Abfall der Zinkhemmungen bei 
steigender Serumkonzentration auffallend gering: Wiahrend bei 5proz. 
Serumkonzentration Zink schwicher hemmt als Kupfer, ruft Zink bei der 
héchsten hier gepriiften Serumkonzentration noch éine 40proz. Glyko- 
lysehemmung hervor. Dadurch wird Zink nach dem Quecksilber das 
die Glykolyseam stirksten hemmende Metall. Blei, Kobalt und 
Kupfer bewirken eine Atmungssteigerung der Asciteszellen, wenn 
der Serumgehalt des Mediums mehr als 10°, betrigt. 


Il. Zusammenhiange zwischen chemischer Struktur und 
Hemmwirkung von Zinkverbindungen 


Bei der Priifung von Zinkverbindungen auf Atmung und Glykolyse 
von Hefezellen hatten wir® gefunden, da die chemische Struktur des 
zinkbindenden Liganden das Ausmaf der Hemmung so stark variiert, 
daB sich die Effekte der Zinkkomplexe von fehlender Hemmwirkung bis 
zu totaler Girungs- und Atmungshemmung erstrecken. Nachdem sich 
auch fiir Asciteszellen gezeigt hatte (s. 0. Abb. 2), daB Zink unter den 
zellvertrauten Schwermetallen zu den stiirksten Inhibitoren der Glyko- 
lyse geh6rt, war zu priifen, ob auch hier das Ausma der Zinkhemmung 
von der Struktur des eingesetzten Zinkkomplexes abhangt. 


Die von uns gepriiften Zinkkomplexe lassen sich nach ihrem Ver- 
halten im Warburg-Versuch in drei Gruppen einteilen: 


1. Zinkkomplexe, die zu Niederschlaigen fiihren 


In den gewihlten Hemm-Konzentrationen bilden nicht selten Zink- 
ionen mit Bestandteilen des Inkubationsmediums (-hydrogencarbonat, 
-phosphat, Serumproteine) Pricipitate, so daB wir jeden Zinkkomplex 
im Leerversuch kontrollierten (s. o. ,,Methodik‘‘). Traten Niederschlige 
auf, so schied der Komplex fiir die Messungen aus. Dies war z. B. der 
Fall bei Zink-pyrophosphat, Zink-ithylendiamin, Zink-galacturonat, 
Zink-maleinat, Zink-ascorbinat, Zink-glycerophosphat, Zink-iminodi- 
acetat usw. 











Bd. 323 (1961) Einwirkung von Zink usw. auf Ascites-Zellen rail 


2. Zinkkomplexe ohne Hemmwirkung 


Hier handelt es sich um gut wasserlésliche Zinkverbindungen hoher 
Stabilitat, die offenbar nicht zellpermeabel sind und weder Atmung noch 
Girung der Asciteszellen beeintrichtigen (Konzentration im Ansatz: 
5 X10-3m Zn*° und weniger), z. B. Zink-EDTA (1:1), Zink-phenanthrolin 
(1:3), Zink-L-histidinat (1:2), Zink-histidyl-histidinat (1:2). 


3. Zinkkomplexe mit deutlicher Hemmwirkung 
Beispiele fiir diese Gruppe finden sich in Tab. 1. 


Die in serumfreien Pufferlésungen gemessenen Hemmeffekte und 
diejenigen, die bei Zusatz von 5° Humanserum zum Inkubationsmedium 
erhalten wurden, sind praktisch gleich. Erst der Zusatz von 50% Human- 
serum zum Inkubationsmedium schwicht die Hemmeffekte ab, doch 
meist nur in geringem MaBe, wie fiir Zink schon oben aus Abb. 2 hervor- 
ging. 

Tab. 1. Hemmung der Garung und Atmung von Asciteszellen 
durch Zinkverbindungen. 
Inkubationsmedium I: Krebs-Ringer-Hydrogencarbonatpuffer fiir Glykolyse bzw. 
Krebs-Ringer-Phosphatpuffer fiir Atmung. 
Inkubationsmedium II: wie I mit Zusatz von 50%, Humanserum. 


Volle Aktivitat (Kontrolle) = 100, Totale Hemmung = 0; G = anaerobe Glykolyse, 
A = Atmung; Hemmeffekte auf Zehnerwerte abgerundet. 





Inkubationsmedien 
I (serumfrei) II (mit 50% Serum) 
510-3 m Zn | 5x 10-4m Zn | 5x 10-3m Zn | 5 x 10-4m Zn 
G A G A G A G A 


Zinkverbindung 





Zn-Cystein-glucose 


(922). sc os 50 70 70 | 100 70 | 100 80 | 100 
Zn-Citrat (1:1) . . 50 50 70 80 70 60 90 | 100 
Zn-Histidinol (1:2) . 50 50 70 80 70 | 100 70 | 100 
Zn-Picolinat (1:2) . 40 40 80 90 70 | 100 90 | 100 
Zn-Acetat (1:2) . . 30 60 70 80 50 — | 100 | 100 


Zn-«.f-Diamino- 
propionat (1:2) 40 | 100 60 | 100 60 80 90 | 100 


Zn-Imidazol (1:4) . | 30 | 50 | 60 | 100 | 40 | 90 | 50 | 100 
Zn-Biguanid (1:2) . | 30 | 50 | 70 | 90 | 50 | 100 | 50 | 100 


Zn-Guanylharnstoff 20 50 60 | 100 50 | 100 50 | 100 

Zn-Oxamid-dioxim 
‘(13 |S Saeeee 30 50 70 | 100 50 | 100 50 | 100 

Zn-Tetrakis-[amino- 
methyl]-methan 
(a ee 30 60 60 | 100 60 | 100 80 | 100 


Zn-Tris-[3-amino- 


peel cei tar ts 20 60 60 90 60 | 100 60 | 100 


























Es wiirde den Rahmen der vorliegenden Arbeit iiberschreiten, wenn 
wir fiir alle von uns gepriiften Zinkkomplexe die in den drei Inkubations- 
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medien bei fiinf verschiedenen Zinkkonzentrationen (5 x10-3m_ bis 
1 x10-4m) ermittelten Hemmwerte fiir Atmung und anaerobe Giarung 
mitteilen wiirden. Wir beschrinken uns daher auf eine in Tab. 1 gegebene 
Ubersicht, welche die Hemmeffekte von zwdélf stirker wirksamen Zink- 
komplexen fiir zwei Zinkkonzentrationen und fiir zwei Inkubations- 
medien (serumfrei und mit 50% Serum) angibt. Siimtliche Liganden wur- 
den im Leerversuch ohne Anwesenheit von Zink gepriift, so daB die er- 
mittelten Hemmungen dem Zinkgehalt der Verbindungen zuzuschreiben 
sind. 

Aus Tab. 1 geht hervor, daB die Inhibitoreffekte der angefiihrten 
Zinkkomplexe keinerlei Zusammenhinge zwischen Wirkungsgrad und 
Stabilititskonstante erkennen lassen. Zinkkomplexe hoher Stabilitiat wie 
z. B. Zink-histidinol, -picolinat, -x.6-diaminopropionat usw. sind nicht 
stiirker wirksam als etwa Zink-acetat. Auch die Heranziehung der sogen. 
physiologischen Bindungskonstanten!, welche die Komplexstabilitat fiir 
den im Warburg-GefaB vorliegenden pu-Wert angeben, fiihrt in der Deu- 
tung der Effekte nicht weiter. Versucht man, durch strukturchemische 
Vergleiche Beziehungen zwischen Hemmeffekten und Ligandstruktur 
herauszufinden, so gelingt dies auf Grund von Tab. 1 nicht. Man mub 
daher annehmeén, daB es in erster Linie die Besonderheiten der Zellober- 
fliche und der Membranpassage sind, welche das Ausma der Hemm- 
effekte an der Asciteszelle bestimmen. Die dabei zugrundeliegenden 
GesetzmiBigkeiten sind noch véllig unbekannt; als Voraussetzung fiir 
eine Deutung der gefundenen Zinkeffekte war daher zunichst zu kliren, 
ob die Inhibitoreffekte mit einer Anreicherung von Zink im Inneren 
der Asciteszelle einhergehen und ob intrazellulire Ferment- 
blockierungen nachweisbar sind. Diese Fragen werden in der vor- 
liegenden Arbeit weiter unten behandelt (Abschnitte [V und VI). 


Ill. Hemmeffekte von Alkylierungsmitteln und Peroxyden 
im Vergleich zur Zinkhemmung 


Die vorgenannten Inhibitoreffekte von Zinkkomplexen an Ascites- 
zellen verglichen wir mit der Einwirkung einiger Persauerstoffverbin- 
dungen und Alkylierungsmittel. Tab. 2 gibt AufschluB iiber das Ergebnis 
der Parallelversuche. Wiihrend die beiden Zinkkomplexe in der Konzen- 
tration 10-3m Zn?® die anaerobe Glykolyse um etwa die Hialfte vermin- 
dern, fiihren sowohl die beiden Alkylierungsmittel wie auch die beiden 
Persauerstoffverbindungen zu praktisch vollstindiger Glykolysehem- 
mung. Die Atmung wird durch die Zinkkomplexe nicht beeintrichtigt, 
durch Jodacetat kaum und durch Histidin-peroxohydrat etwa zur Hilfte 
gehemmt. Capronpersiure und N-Athyl-maleinimid blockieren auch die 
Atmung in der hier gewaihlten Konzentration fast vollstindig. Die in 
Tab. 2 herangezogenen sechs Verbindungen sind fiir die betreffenden 
Substanzklassen repriisentativ: Die beiden Zinkverbindungen gehéren 
zu den stark wirksamen Zinkkomplexen (s. Tab. 1), Jodacetat und N- 
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Athyl-maleinimid sind als klassische Alkylierungsmittel bekannt, und 
unter den Persauerstoffverbindungen vertritt Histidin-peroxohydrat die 
H,O,-Koordinationsverbindungen, Capronpersiure die organischen Per- 
oxyde. Tab. 2 zeigt sozait, daB im Gegensatz zu unseren Befunden an 
Hefezellen® die Inhibitoreffekte von Alkylierungsmitteln und Persauer- 
stoffverbindungen erheblich stirker sind als diejenigen von Zinkkom- 
plexen. Bisher jedenfalls sind keine Zinkkomplexe bekannt, die an Asci- 
teszellen den Wirkungsgrad der beiden anderen Gruppen erreichen. 

Tab. 2. Vergleich der Hemmeffekte verschiedener Inhibitoren an Asciteszellen. 


Inkubationsmedium: Krebs-Ringer-Puffer ohne Serumzusatz; Kontrolle = 100, 
totale Hemmung = 0. 











Inhibitor anaerobe rn 

(stets 1 x 10~3 m) Glykolyse 5 8 
Zn-x.B-Diamino-propionat (1:2) ........ 60 100 
PUMsarnMGNE TL kk a 50 100 
Histidin-peroxohydrat. ............ 5 55 
Capronpersfure. . . 2... - 2 + eee eee 0 10 
ee 0 10 
SN Ror a ee ie ee 0 90 





IV. Zinkgehalt von Ascites-Serum und Ascites-Zellen vor 
und nach Zink behandlung* 


Fiir die Ermittlung der wahren glykolysehemmenden Zink-Konzen- 
trationen geniigt die Kenntnis der Zink-Konzentration im Inkubations- 
medium nicht. Vielmehr miissen diejenigen Zinkmengen bekannt sein, 
die einerseits in der normalen, andererseits in der durch Zinkeinwirkung 
gehemmten Asciteszelle vorliegen. Wir bestimmten daher sowohl durch 
Komplexometrie als auch mit der kolorimetrischen Zincon-Methode (s. 
Methodik) den Zinkgehalt des Ascitesserums und der Asciteszellen vor 
und nach Behandlung mit glykolysehemmenden Zinkverbindungen. 

Als Normalwerte ergaben sich (Mittelwerte aus je 10 Bestimmun- 
gen): 

Zinkgehalt des Ascitesserums: 4,4 y Zn/g (Schwankung: 3,7 bis 5,9), 

Zinkgehalt der Asciteszellen: 16,9 y Zn/g Frischzellen 

(Schwankung: 15,3 bis 20,2). 


Der Zinkgehalt der Asciteszellen liegt somit an der unteren Grenze 
des fiir tierisches Frischgewebe iiblichen Zinkbereiches. Zum Vergleich 
bestimmten wir bei den gleichen Miusen den Zinkgehalt der Frisch- 
leber und erhielten als Mittelwert aus 9 Bestimmungen 45 y Zn/g. 

Die Hemmversuche wurden mit dem Zinkkomplex der «.f-Diamino- 
propionsiiure derart durchgefiihrt, daB Girungshemmungen von rund 





* Zinkbestimmungen: Fr]. Dr. A.-M. Fretzdorff (Physiol.-Chem. Institut. 
Tiibingen). 
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50% eintraten. Die abzentrifugierten Zellen zeigten bei direkter Zink- 
analyse auffallend hohe Zinkgehalte, z. B. 0,8 bis 1,2 mg Zn/g Frise.- 
zellen. Durch dreimaliges Waschen der Zellen mit isotonischer Koch. 
salzlésung lieBen sich nur relativ geringe Zinkmengen, durch an- 
schlieBendes Waschen mit isotonischer Natriumkomplexonatlésung da- 
gegen sehr erhebliche Zinkmengen entfernen. Der danach in den Zellen 
noch verbleibende Zinkgehalt lag in der GréBenordnung von etwa 
100 y Zn/g Frischzellen, entsprach also etwa dem 5- bis 6fachen Zink:- 
gehalt normaler Asciteszellen. Als Beispiel geben wir in Tab. 3 die Werte 
eines derartigen Zinkhemmversuchs : 


Tab. 3. Zinkbilanz nach 50proz. Glykolysehemmung von Asciteszellen durch Zink- 
«.f-diaminopropionat. 
Eingesetzte Zinkmenge: 6,54 mg (= 10-3 m) 

















Zn % der 

Analysierte Fraktion mé eingesetzten 

(Absolutwert) Z 

n-Menge 

Asciteszellen* nach Waschung 1—5 . ...... 0,088 1,35** 
Zentrifugeniiberstand des Ansatzes ...... . 0,985 15,15 
1. Waschung 0,9% NaCl. ........... 0,188 2,89 
2. Waschung 0,9% NaCl. ........... 0,139 2,14 
3. Waschung 0,9% NaCl. ........... 0,128 1,96 
4. Waschung isoton. EDTA .......... 4,710 72,46 
5. Waschung 0,9% NaCl. ........2... 0,262 4,03 
Gesamt 6,500 99,98 


* 877,6 mg Frisch-, 109,2 mg Trockengewicht. 
** 1,12% bei Beriicksichtigung eines normalen Zn-Gehaltes der Zellen von 0,017 mg/g Frisch- 
gewicht. 


Das Ergebnis zeigt, daB die Hauptmenge des im Ansatz eingesetzten 
Zinks an den Asciteszellen adsorbiert wird, von denen es durch physio- 
logische Kochsalzlésung sehr unvollstindig, durch EDTA sehr wirksam 
entfernt wird. Fiir die Deutung der Zinkhemmungen fiihrt dies zu der 
Frage, ob neben dem intrazellular aufgenommenen Zink auch die an den 
Zellen fest adsorbierten Zinkmengen an den Hemmeffekten beteiligt 
sind (s. Diskussion). 


V. Vorinkubation mit Anti-Inhibitoren 

Als Angriffspunkte der eingesetzten Zinkkomplexe an oder in den 
Asciteszellen sind in erster Linie reaktionsfihige SH-Gruppen anzusehen, 
welche Zink-Mercaptide bilden. Daher fiigten wir jeweils 15 Min. vor 
Zugabe der Zinkverbindung den Ansiitzen ,,Schutzstoffe“ verschiedener 
Struktur hinzu, wobei zu erwarten war, dai vorinkubierte Verbindungen 
mit hoher Zinkaffinitat die Asciteszellen vor dem Angriff der Zinkionen 
schiitzen wiirden. Zum Vergleich zogen wir auBer den Zinkkomplexen als 
Inhibitoren wiederum Alkylierungsmittel (N-Athyl-maleinimid) und 
Persauerstoffverbindungen (saures tert.-Butyl-malein-peroxyd) heran. 














isch- 
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Das Ergebnis dieser Vorinkubationsversuche mit Anti-Inhibitoren 
(Schutzstoffen) laBt sich dahingehend zusammenfassen, das erwartungs- 
gemaB der starke Zinkbindner EDTA die Asciteszelle vor der Zink- 
hemmung zu 70 bis 90% schiitzt. Schwichere Zinkbindner wie z. B. 
Cystein und Histidin vermindern die Hemmeffekte nachtriaglich zu- 
gefiigter Zinkkomplexe auf etwa die Hialfte. Demgegeniiber entfaltet das 
nicht-zinkbindende Nicotinsiureamid keine Schutzwirkung ge- 
geniiber der Zinkhemmung. Dieselben Anti-Inhibitoren verhalten sich 
gegeniiber N-Athyl-maleinimid sowie dem organischen Peroxyd anders: 
EDTA ist véllig wirkungslos, wihrend Cystein die Asciteszelle sowohl 
gegen Alkylierung wie auch gegen Oxydation schiitzt. Nicotinsaure- 
amid scheint lediglich die Schidigung der anaeroben Glykolyse durch 
N-Athyl-maleinimid deutlich zu vermindern, gegen den Maleinsiure- 
perester ist es wirkungslos. 


VI. Fermentaktivitaten, Substrat- und DPN®-Konzen- 
trationen in Asciteszellen nach Inhibitoreinwirkung 


Die vorangehenden Abschnitte dieser Arbeit zeigen u. a., daB nicht 
alle der gepriiften Zinkverbindungen Asciteszellen zu hemmen vermégen, 
da8 aber in zinkgehemmten Zellen ein Anstieg der Zinkkonzentration auf 
etwa das 5- bis 6fache nachweisbar ist. Zur Lokalisierung der Hemm- 
effekte im Innern der Zelle ist es erforderlich, Fermentaktivititen und 
Substratkonzentrationen der Glykolysekette zu bestimmen. 


a) Fermentaktivititen in Asciteszellen 


Nach Inkubation (90 Min.) mit einer stark hemmenden Zinkverbin- 
dung sind die Aktivitiiten der Fermente GAPDH, Aldolase und MDH 
aus Asciteszellen zwar vermindert, jedoch nicht in dem MaBe, wie 
es die gleichzeitig gemessene Glykolysehemmung erwarten 
1aBt. Man findet Aktivititsverluste von etwa 5—30%. 

Fiihrt man mit N-Athyl-maleinimid oder Persauerstoffverbindungen 
Glykolysehemmungen gleichen Ausmafes herbei, so beobachtet man 
wesentlich stirkere Schidigungen der Glykolysefermente als nach Zink- 
einwirkung. Hier macht sich der andersartige Mechanismus der Zink- 
hemmung bemerkbar: Die Mercaptidbildung mit Zink erméglicht die 
Wiederherstellung der urspriinglichen SH-Gruppen und damit die Re- 
aktivierung des zinkgehemmten Fermentes, wenn zinkbindende Liganden 
hinzutreten. Da bei der Priifung von Fermentaktivitiaten in Asciteszellen 
die Zugabe von Cystein oder Histidyl-histidin als Aktivatoren zum Test- 
ansatz nicht zu umgehen ist, kommt es zur Regeneration der vorher 
durch Zink blockierten Fermente. Es ist daher anzunehmen, da die von 
uns ermittelte geringe Aktivititsminderung von GAPDH, Aldolase und 
MDH nach Zinkeinwirkung wihrend des Hemmversuchs selbst erheblich 
hdher liegt, zumal wir* am isolierten Ferment (Aldolase und GAPDH) 
die starken Hemmeffekte von Zink direkt nachweisen konnten. 









‘kung von Zinkverbindungen auf Asciteszellen. 


100, totale Hemmung 


Tab. 4. Substrat- und DPN®-Konzentrationen nach Einwir 


0. 


Kontrolle = 


Volle Aktivitat = 
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b)Substrat- 
konzentrationen 


Wihrend somit. bei den 
Glykolysefermenten durch cie 
Aufarbeitung eine urspriing- 
liche Zinkhemmung. wieder 
mehr oder weniger riickgingig 
gemacht wird, ist dies bei der 
Bestimmung der _ Substrat- 
konzentrationen nicht der 
Fall. Hier hat man bei der 
Aufarbeitung der Zellen ledig- 
lich darauf zu achten (siehe 
Methodik), da die im An. 
satz vorhandenen Zinkionen 
die Substrate nicht durch 
Bildung unldéslicher Zinksalze 
dem Nachweisentziehen. Denn 
sowohl FDP wie Triosephos- 
phate bilden sehr schwerlés- 
liche Zinksalze. 

In Tab. 4 sind Versuchs- 
ergebnisse von drei Zink- 
komplexen zusammengestellt : 
Die gewihlten Zinkkonzen- 
trationen (stets 5 10-3 m) 
verminderten die Glykolyse- 
aktivitit auf 35 bis 55% der 
nicht mit Zink behandelten 
Parallelansitze. In der Tabelle 
sind die gefundenen Konzen- 
trationen fiir FDP, Triosephos- 
phate und DPN® jeweils fiir die 
Parallelversuche mit und ohne 
Zinkzusatz angefiihrt. Es 
ergibt sich ein einheitliches 
Bild: Die Zinkhemmung fiihrt 
stets zu einem Anstau von 
FDP und_ Triosephos- 
phaten sowie zu einer Ver- 
minderung von DPN®. In 
zahlreichen weiteren  derar- 
tigen Versuchen hat. sich 
dieses Bild ausnahmslos_be- 
stiitigt, so da mit Sicherheit 
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ein Eingriff der zugesetzten Zinkionen in die Glykolysekette anzu- 
nehmen ist. Der FDP-Anstieg spricht fiir eine Hemmung der Aldolase, 
der Triosephosphat-Anstieg fiir eine Hemmung der GAPDH. Dies 
stimmt iiberein mit unseren friiheren Befunden®, wonach Aldolase und 
GAPDH des Tierkérpers durch Zinkionen stark gehemmt werden. Die 
Verminderung der DPN®-Konzentration erreicht Werte, die unter dem 
DPN®-Niveau ruhender Asciteszellen liegen. Da Hinweise dafiir vor- 
liegen, daB an der DPN®-Nachlieferung Proteine mit hochempfind- 
lichen Thiolgruppen beteiligt sind, bietet sich zur Deutung der stets zu 
beobachtenden DPN®-Senkungen nach Zinkeinwirkung eine Blockierung 
dieser Thiolgruppen durch die Zink-Mercaptidreaktion an. 

In Tab. 4 sind entsprechende Parallelversuche mit Alkylie- 
rungsmitteln und Persauerstoff-Verbindungen nicht mit auf- 
genommen, da wir hierauf ausfiihrlich in der folgenden Arbeit eingehen. 
Es sei jedoch vorweggenommen, daf Alkylierungsmittel und Persauer- 
stoffverbindungen in der gleichen Richtung wirken wie die Zinkverbin- 
dungen der Tab. 4. Der Unterschied liegt hauptsichlich darin, da nach 
Zinkbehandlung, wie oben ausgefiihrt wurde, massive und irreversible 
Schiidigungen der Glykolysefermente nicht nachweisbar sind, wihrend 
dies bei den beiden anderen Inhibitorgruppen der Fall ist. 


Diskussion 

Nach unseren vorangehenden Befunden iiber die starken Inhibitor- 
effekte des Zinks gegeniiber SH-Fermenten** und Hefezellen® sind die 
vorstehend beschriebenen Hemmeffekte an Asciteszellen nicht itiber- 
raschend. Ein Vergleich des Verhaltens von Hefe- und Asciteszellen liBt 
jedoch Unterschiede erkennen: Vor allem fallt auf, da die an Hefezellen 
zu beobachtende hohe Strukturspezifitit der Zinkverbindungen bei As- 
citeszellen nur gering ausgeprigt ist. Denn aus Tab. 1 geht hervor, daB 
die wirksamen Komplexe in sehr ihnlichen Zinkkonzentrationen hemmen 
und daB bevorzugte Ligandstrukturen nicht vorhanden sind. Dies fiihrt 
zu der Vermutung, daB der eingesetzte Zinkkomplex geéffnet wird 
und das Schwermetallion mit Hilfe eines zelleigenen Trans- 
portmechanismus ins Innere der Zelle gelangt. Diese Vermutung 
wird durch zwei weitere Befunde der vorliegenden Arbeit gestiitzt : 


1. Die Zinkanalysen von Asciteszellen zeigen eine sehr hohe Zink-Ad- 
sorption an den Zelloberflichen. Dies spricht dafiir, daB das Zinkion 
von seinem urspriinglichen Liganden auf zinkbindende Gruppierungen 
der Zelloberfliche iiberwechselt. 


2. Es ist bekannt, da8 beim Zusammentreffen von Zinkkomplexen mit 
Serumproteinen das Metall entsprechend den Stabilititskonstanten 
auf die Proteine iibergeht. Trotzdem finden wir in Anwesenheit von 
hohen Serumkonzentrationen sogar bei schwachen Kom- 
plexen nur geringe oder keine Minderungen der Hemmeffekte. Dies 
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kann nur darauf beruhen, daf das Zink — getrennt von seinem 1i- 
ganden — von den Serumproteinen auf die Zelloberflichen weiter. 
gegeben wird. 


Unsere Befunde fiihren damit zu dem SchluB, daB die Zinkhemmung 
von Asciteszellen durch eine Adsorption der Zinkionen auf der Zellobvr. 
fliche eingeleitet wird, wobei die Struktur des urspriinglich angebotenen 
Komplexes weitgehend gleichgiiltig ist. Allerdings darf die Stabilitit ces 
zugefiihrten Komplexes nicht so hoch sein, daB das Metallion bei Berith- 
rung mit der Asciteszelle nicht freigegeben wird. Das letztere diirfte bei 
den unwirksamen Zinkkomplexen, z. B. dem Zink-EDTA, der Fall sein, 
welches selbst nicht zellpermeabel ist. Eine Steigerung der von uns be. 
obachteten Hemmeffekte wiire damit erst von solchen Zinkkomplexen zu 
erwarten, die sehr hohe Stabilititskonstanten besitzen und zu. 

gleich zellpermeabel sind. Ob derartige eee ees darstellbar sind, 
ist bisher ungeklart. 

Da man nach Zinkhemmung von den intakten Zellen hohe Zink- 
anteile durch Komplexonat wieder abwaschen kann (s. 0.), kénnte man 
annehmen, da die wirksamen Zinkverbindungen lediglich die Zellober-. 
fliche blockieren und dadurch den Eintritt der Glucose in die Zellen bzw. 
den Austritt von Stoffwechselprodukten aus den Zellen unterbinden. 
Diese Annahme’ scheidet zumindest als alleinige Ursache der Hemm. 
effekte aus, da die veriinderten Substratkonzentrationen zink- 
gehemmter Asciteszellen fiir ein Eingreifen des Metalls in den intrazellu- 
laren Stoffwechsel sprechen. Die zum Teil sehr erheblichen Steigerungen 
von FDP und Triosephosphaten sowie die beobachteten Senkungen der 
DPN®-Konzentration stimmen mit dem Verhalten des Zinks gegeniiber 
isolierten Fermenten*4 und Hefezellen® iiberein. Man kann somit Glyko- 
lyse und Atmung von Ascites-Krebszellen auf etwa 30 bis 50% des Nor- 
malwertes vermindern, wenn man den intrazelluliren Zinkgehalt auf das 
5- bis 6fache erhoht. 

Wie die Aktivititsbestimmungen von Glykolysefermenten in zink- 
gehemmten Asciteszellen zeigen, bestehen hohe Reaktivierungsméglich- 
keiten, sofern die gebildeten ZnS-Bindungen durch Cystein oder Histidy]- 
histidin wieder geéffnet werden. Dadurch fiihrt die vorliegende Arbeit 
zu der interessanten Frage, ob die von uns angenommene (s. I. ¢.5) phy- 
siologische Regelfunktion des intrazelluliren Zinks fiir SH- 
abhingige Fermente in der Asciteszelle a priori gestért ist. Denn die 
von uns gemessenen Zinkkonzentrationen in Asciteszellen (im Mittel 
16,9 y Zn/g) sind im Vergleich zu Normalzellen (30 bis 50 y Zn/g) abnorm 

niedrig. Ein normaler Zinkgehalt, wie z. B. 45 y Zn in der Leber der glei- 
chen Tiere, wiirde die starke Fermentaktivitit in der Glykolysekette der 
Asciteszellen nicht zulassen. Aus den Ergebnissen der vorliegenden Ar- 
beit und der vorangehenden Untersuchungen**° sowie aus unseren Zink- 
analysen von Tumoren* ergibt sich, daB grundsitzlich hohe Glyko- 


* Unverdéffentlicht. 
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_ Jlyseaktivitaten mit hohen intrazelluliren Zinkkonzentratio- 
_Jnennicht vereinbar sind. Denn die Zinkmercaptid-Reaktion blockiert 


Aldolase und GAPDH? in gleich hohem Mafe und setzt auBerdem die 
DPN®-Konzentration herab (I. c.° u.o.). Mit der Glykolyse- und At- 
mungshemmung von Ascites-Krebszellen durch Zinkzufuhr beschreitet 
man damit einen ,,physiologischen‘’ Weg, denn die tiberaktiven SH- 
Proteine werden durch die Mercaptidreaktion nur stillgelegt, aber nicht 
zerstért. Dies mag der Grund sein, weshalb die zum Vergleich heran- 
gezogenen aggressiven Alkylierungsmittel und Persauerstoffverbindun- 
gen (Tab. 2) an Asciteszellen stirkere Hemmeffekte auslésen als die 
Zinkverbindungen. 


Fiir synthetische Darstellung zinkbindender Liganden danken wir Herrn Dr. 
F. Schneider. 

Fiir wertvolle Mitarbeit danken wir Fri. Dr. A.-M. Fretzdorff, Frl. Dr. 
G. Benwitz und Frl. H. Philippi. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir eine Sach- 
beihilfe. 


Zusammenfassung 


Die Einwirkung von Zinkverbindungen auf Atmung und Glykolyse 
von Ascites-Krebszellen der Maus wird im manometrischen Test sowie 
durch Bestimmung von Fermentaktivititen, Substrat- und DPN®-Kon- 
zentrationen untersucht. 


Die Hemmeffekte von Zinkkomplexen verschiedenster Struktur und 
Stabilitét erstrecken sich von fehlender Hemmwirkung bis zu starken 
Girungs- und Atmungshemmungen. Aggressive Alkylierungsmittel und 
Persauerstoffverbindungen fiihren jedoch zu héheren Hemmeffekten. 


Der Zinkgehalt von Asciteszellen ist auffallend gering; nach Zink- 
hemmung steigt er im Zellinneren auf das 5- bis 6fache an. Die Haupt- 
menge des eingesetzten Zinks wird jedoch an den Zelloberflichen ad- 
sorbiert. 

Die Zinkhemmung der Asciteszelle betrifft vor allem die Fermente 
Aldolase und Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Anstau von 
Fructose-1.6-diphosphat und Triosephosphaten); zugleich sinkt die 
DPN®-Konzentration ab. 

Da unter den wirksamen Zinkkomplexen keine Beziehungen zwi- 
schen Struktur und Wirkung erkennbar sind und Serumzusatz die Hemm- 
effekte nur wenig beeinfluBt, wird angenommen, da die Hemmeffekte 
erst nach Ablésung des Zinks vom Liganden und Ubergang des Metalls 
auf die Zelloberfliche zustande kommen. 


Asciteszellen und Hefezellen zeigen in gleicher Weise, daB hohe 
Glykolyseaktivitét mit hoher intrazellulirer Zinkkonzentration nicht 


vereinbar ist. 
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Summary 


The action of zine compounds on respiration and glycolysis of mouse 
Ascites tumour cells has been investigated manometrically and by the 
determination of enzyme activities and the concentrations of substrates 
and DPN®. 

Zine complexes of very different structures and stabilities cover a 
range of activity from very weak to strong inhibitions of glycolysis and 
respiration. Strong alkylating agents and peroxides, however, cause even 
greater inhibition. 

The zinc content of Ascites cells is particularly low and is increased 
5—6 fold in the interior of the cell after zinc inhibition. The major portion 
of the added zinc ions is, however, adsorbed onto the cell surface. 

Zinc inhibition of Ascites cells affects mainly the enzymes aldolase 
and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (accumulation of frue- 
tose-1:6-diphosphate and triose phosphates), and the concentration of 
DPN® is decreased. 

No relationship can be established between structure and action of 
the active zinc complexes. Addition of serum has little effect on the 
inhibition. It is therefore proposed that inhibition depends upon release 
of zinc ions from the ligands and subsequent contact of the cations with 
the cell surface..- 

It has been shown with both Ascites cells and yeast cells that high 
levels of glycolysis are not compatible with high intracellular concentra- 
tions of zine. 


Prof. Dr. Dr. Giinther Weitzel, Physiologisch-Chemisches Institut der Uni- 
versitat, Tiibingen, Gmelinstr. 8. 
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e * a. 
Uber den Abbau von lyrosin 
mit verdiinnter Salpetersaure, II’ 
Von 


Helmut Zahn, Hannelore Wiirz* und Martin Reichert** 


jus dem Chemischen Institut der Universitit Heidelberg und dem Deutschen Wollforschungsinstitut 
an der Techn. Hochschule Aachen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Juni 1960) 


In einer friiheren Arbeit! wurden bei der Umsetzung von Tyrosin 
mit verdiinnter Salpetersiiure bei 70° neben Nitroverbindungen (Mono- 
und Dinitrotyrosin, Mono- und Dinitro-4-hydroxy-phenylmilchsiure, 3- 
Nitro-4-hydroxy-benzonitril, 3.5-Dinitro-4-hydroxy-benzaldehyd, 3.5-Di- 
nitro-4-hydroxy-benzoesiure, 2.4-Dinitrophenol und Pikrinsiure) auch 
Abbauprodukte wie Oxalsiure, Blausiiure, CO,, NH,, N,, NO und N,O 
gefunden. Uns interessierte vor allem die Entstehung der Blausiure, zu 
deren Bildung zwei verschiedene simultane Reaktionen angenommen 
wurden: a) Nitrosierung des aromatischen Kerns, Umlagerung zum 
Chinonoxim und oxydative Ringsprengung unter HCN-Abspaltung, b) 
Nitrosierung der Methylengruppe in der Seitenkette mit anschlieBender 
Bildung von Blausiure, Oxalsiure und Pikrinsiure!. Die Vermutung, 
daB ein groBer Teil der Blausiure aus den Kohlenstoffatomen des Ben- 
zolkerns gebildet wird, wurde verstirkt durch den Befund, daB zahlreiche 
aromatische Verbindungen ohne Seitenkette bei der Umsetzung mit Sal- 
petersiiure unter milden Bedingungen ebenfalls Blausiure liefern?. 

Um die Herkunft der Blausiure aus dem Tyrosinmolekiil genauer zu 
lokalisieren, wiederholten wir den HNO,-Abbau mit “C-markiertem 
Tyrosin. Zur Untersuchung der Reaktionen am aliphatischen Teil des Mo- 
lekiils diente DL-Tyrosin-[a-“4C] (20 mg, Radioaktivitat 0,1 mC)?*. Um 
die Vorgiinge, die sich am aromatischen Ring abspielen, zu erfassen, stell- 
ten wir aus uniform markiertem Anilin-[14C] kernmarkiertes Tyrosin dar. 


Abbau vonradioaktivem Tyrosin mit l1,4nHNO, bei 70° 
Bei Vorversuchen mit nichtradioaktivem DL-Tyrosin wurden ge- 
funden: 


Pro Mol Tyrosin: Isoliert als: 
0,16—0,20 Mol Blausiure Silbercyanid 
0,30—O0,35 Mol Oxalsiure Calciumoxalat 

1 Mol Kohlensaiure Bariumcarbonat 


* Teil der Dissertation H. Wiirz, Universitat Heidelberg 1958. 

** Jetzt Badische Anilin- & Soda-Fabrik, Ludwigshafen a. Rhein. 

1 T. Mitteil.: H. Zahn u. E. R. Fritze, diese Z. 312, 168 [1958]. 

2-H. Zahn u. H. Wiirz, unveréffentlichte Versuche. 

2a Diese Verbindung erhielten wir vom Radiochemical Centre, Amersham, 


Berks., England. 
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Hierauf wurde verdiinnt radioaktives Tyrosin mit verd. HNO, 48 Stdn. 
in einem Thermostaten erwarmt, die entstehende Blausiure und cas 
Kohlendioxyd mit einem langsamen, CO,-freien Stickstoffstrom in ent- 
sprechend beschickte Absorptionsfallen eingeleitet und als Silbercyanid 
bzw. Bariumcarbonat isoliert; die Oxalsiure wurde aus der Reaktioius. 
lésung als Calciumoxalat ausgefallt. 

Sowohl von Tyrosin-[«-!4C] als auch von kernmarkiertem Tyrosin- 
[24C] wurden je zwei oder drei Abbauversuche mit verschiedenen Aus. 
gangsaktivititen durchgefiihrt und die Radioaktivitat von Silbercyanid, 
Bariumcarbonat und Calciumoxalat mit der Ausgangsradioaktivitat ces 
Tyrosins verglichen (Analysenergebnisse vgl. Tab. 2 und 3). 


Ergebnisse 


Tab. 1. Prozentualer Anteil von 4C in den Reaktionsprodukten nach Abbau von 
markiertem Tyrosin durch 1,4n HNO, bei 70°. 








. . Oxalsaure 
Ort der Markierung HCN 4CO, 
1400 | 14114 
>CHNE,. 3... 5s 1,2 6 24 —_ 
Os eo ee 39 78 47 29 














Wie aus Tab. 1 hervorgeht, sind 40,2% der Blausaure radioaktiv, 
wobei 39% aus den Kohlenstoffatomen des Kerns stammen. Damit wird 
die in der friiheren Arbeit vermutete Reaktion a bestatigt. Etwa 1% der 
Blausaure stammt aus dem «-Kohlenstoffatom der Seitenkette, dem Sitz 
der Aminogruppe, und wird wahrscheinlich auf folgendem Wege gebildet: 


CO,H CO,H 
| 
CHNH, C=NOH HC=NOH 
| | | 
CH, CH, CH, 
| 
an nN on 
Ol comm, ee) 
on’ \¥ \No, 0,N/ bd NNO, O.N” i Nno, 
OH OH OH 
HC=NOH 
aon HCO 
| 
A A 
Oxydation | | HCN- a. Wasser- || + HCN + H,0 
/ Abspaltung ; 
0,N’ YN, 0,N/ Y’Nno, 
OH OH 


Anla8 zu dieser Deutung gab auch das Auftreten von 3.5-Dinitro-4-hy- 
droxy-benzaldehyd, der friiher aus der Reaktionslésung isoliert wurde. 
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Die restlichen 60% der gefundenen Blausiure kénnen nur aus der 
Methylengruppe gebildet worden sein, da die Carboxygruppe als Blau- 
siurelieferant nicht in Frage kommt. Eine direkte Messung der an dieser 
Stelle des Molekiils gebildeten Blausiure war wegen dieser Eindeutigkeit 
nicht mehr notwendig. 

84% des gebildeten Kohlendioxyds waren radioaktiv. Der Rest 
von 16% mu8 von den beiden nicht direkt untersuchten C-Atomen, 
hauptsichlich von der Carboxygruppe stammen. 

Die Radioaktivitat des gesamten Kohlendioxyds (gemessen als 
BaCO,) war gréBer als die der Oxalsiure (umgerechnet auf BaCQ,). 
Das bedeutet, daB héchstens ein Teil des Kohlendioxyds sekundir durch 
Oxydation der aus dem Kern gebildeten Oxalsiure entstanden sein kann; 
d.h. Kohlendioxyd mu8 direkt aus den C-Atomen des Kerns gebildet 
worden sein. 

Die Oxalsiure setzt sich aus folgenden Anteilen zusammen: 24% 
enthalten das «-C-Atom der Seitenkette. Dieser Anteil kann entweder 
aus der Carboxygruppe und dem «-Kohlenstoff oder aus den «- und f- 
Kohlenstoffatomen entstehen. Die erste Kombination diirfte iiberwiegen, 
da die Nitrosierung am #-C-Atom einsetzt. 29° der Oxalsiure enthalten 
nur Benzolkernkohlenstoff. 

Die restlichen 47% der Oxalsiure enthalten ein markiertes C-Atom 
des Kerns und das f-C-Atom. 

Aus der Kinetik der Bildung des radioaktiven Silbercyanids ergibt 
sich, daB der Angriff von verd. HNO, zuerst auf den aromatischen Kern 
erfolgt, und erst spiiter der Abbau der Seitenkette einsetzt. 


Die vorliegende Arbeit wurde vom Bundesministerium fiir Atomkern- 
energie und Wasserwirtschaft, der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft, Bad Godesberg, sowie dem Fonds der Chemie, Diisseldorf, in dankens- 
werter Weise unterstiitzt. 


Beschreibung der Versuche 


a) Synthese und Reinigung von kernmarkiertem DL-Tyrosin-["C] 

15 mg Anilin-['C] (uniform markiert) mit einer Gesamtaktivitat von 0,2 
mC?4 wurden geteilt, mit je 2 g inaktivem Anilin verdiinnt und die Synthese in zwei 
Ansatzen nebeneinander durchgefiihrt. Die Diazotierung und Verkochung lieferte 
Phenol-[C], das mit Dimethylsulfat methyliert* Anisol-[“4C] ergab. Daraus 
wurde nach Art einer Vilsmeyer-Synthese! der Anisaldehyd-['C] dargestellt 
und durch Umsetzen mit Hippursaure das entsprechende Azlacton® gebildet. 
Dieses wurde mit Natronlauge zur a«-Benzamino-p-methoxy-zimtsaure® 
verseift und daraus durch gleichzeitige Reduktion und Atherspaltung das kern- 
markierte DL-Tyrosin-[14C] gewonnen®. 

Das Rohprodukt enthielt neben Tyrosin (Ry 0,35 in SBA*) noch zwei 
papierchromatographisch nachweisbare Verunreinigungen. Die Substanz mit dem 
Ry-Wert 0,1 war vermutlich ein Aminoderivat des Phenylalanins; diejenige mit 

* SBA: sek.-Butanol/Ameisensaure/Wasser 75:13:12. 

3 F. Ullmann, Liebigs Ann. Chem. 327, 114 [1903]. 

4 A. Vilsmeyer, Chemiker-Z. 75, 133 [1951]; A. Vilsmeyer 1. A. Haak, 
Ber. dtsch. chem. Ges. 60, 119 [1927]. 

5 J. Lamb u. W. Robinson, Biochem. J. 25, 1231 [1931]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 323 3 
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dem Ry-Wert 0,5 wurde durch chromatographischen Vergleich als 2-Hydroxy. 
phenylalanin (,,Ortho-Tyrosin‘‘) identifiziert. Die hierzu benétigte Vergleichssub. 
stanz wurde aus Salicylaldehyd auf dem fiir das Tyrosin beschriebenen Veg 
iiber das Azlacton dargestellt. 

Zur Reinigung wurden jeweils etwa 300 mg des Rohproduktes in 10 ml In HO] 
gelést, die Salzsiure abgedampft, die Hydrochloride in 60 ml dest. Wasser autze. 
nommen und auf eine Austauschersaule 2 x 70 cm (Dowex 50, 250—500 mesh) ze. 
geben. Eluiert wurde mit einem alkoholischen Ammoniumacetatpuffer®, p45 
(etwa 30 ml Eluat/Stde.). Nach einem Vorlauf von 800 m/ wurden mittels eines 
automatischen Fraktionssammlers 8-ml-Fraktionen aufgefangen und chromato. 
graphisch untersucht. Die nur Tyrosin enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt, 
mit Ammoniak auf py5,5 gebracht und im Vak. eingeengt. Der so erhaltene Sirup 
kristallisierte nach Zugabe von Alkohol und Ather. Die abfiltrierten Kristalle wur- 
den mit wenig verd. Athanol gewaschen und getrocknet. 

Die Gesamtausbeute an Tyrosin betrug 11,5% d. Th., bezogen auf das einge. 
setzte Anilin. 

b) Untersuchung der Abbauprodukte 


Die Radioaktivitat der Substanzen wurde nach der Methode der ,,Messung in 
unendlich dicker Schicht‘‘? in einem methangespiilten, fensterlosen Proportional. 
zahlrohr bestimmt. 

Zur Bestimmung der Radioaktivitat des Tyrosins (Ausgangsaktivitat) wurde 
jeweils eine kleine Menge radioaktiven Tyrosins mit 5—10 mMol inaktiver Amino. 
sdure verdiinnt, die Mischung nach Art der organischen Elementaranalyse zu CO, 
verbrannt, dieses in Natronlauge absorbiert, mit Ammoniumchlorid fast neutrali- 
siert und in der Hitze mit Bariumchlorid als Bariumcarbonat ausgefallt. 

Zu den Abbauversuchen wurde das mit inaktiver Aminosaure verdiinnte radio- 
aktive Tyrosin (l—2 g) mit 1,35n HNO, (etwa 50facher molarer UberschuB) 48 Stdn. 
in einem Thermostaten auf 70° erwarmt, die entstehende Blauséure und das Koh. 
lendioxyd mit einem langsamen CO,-freien Stickstoffstrom in mit 20proz., salpeter- 
saurer Silbernitratlésung bzw. 2n CO,-freier NaOH beschickte Absorptionsfallen 
eingeleitet und als Silbercyanid bzw. Bariumcarbonat isoliert. Das Silbercyanid 
wurde in konz. Ammoniak gelést und mit Silbernitrat in salpetersaurer Lésung 
erneut ausgefallt. Dadurch entstand ein homogener Niederschlag, dessen Radio- 
aktivitat direkt gemessen werden konnte. Ein Teil dieser Proben wurde auch zu 
Kohlendioxyd verbrannt und als Bariumcarbonat gemessen. Die Resultate stimm- 
ten mit denen, die wir durch direkte Messung des Silbercyanids erhalten hatten, 
iiberein. 

Die Oxalsaiure wurde aus der mit Natronlauge neutralisierten und mit Essig- 
siure schwach angesduerten Reaktionslésung in der Hitze mit Calciumchlorid- 
lésung als Calciumoxalat gefallt. Dieses wurde durch mehrmaliges Auflésen in verd. 
Salzsiure, Kochen mit Tierkohle und erneutes Ausfallen gereinigt. Die direkte 
Messung als Calciumoxalat ergab dieselben Werte wie die Messung als Barium. 
carbonat nach Oxydation zu Kohlendioxyd’®. 

Auf Grund dieser Ubereinstimmung wurde die Radioaktivitét der Silber- 
cyanid- und Calciumoxalat-Niederschlage direkt gemessen und auf Bariumcarbonat 
umgerechnet. 


6 C. H. W. Hirs, 8. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 195, 669 
[1952]; vgl. F. Turba, Chromatographische Methoden in der Proteinchemie, 8. 198, 
Springer-Verlag, Heidelberg 1954. 

7 M.Calvin, C. Heidelberger, J.C. Reid, B. M. Tolbert u. P. E. Yank- 
wich, Isotopic Carbon, J. Wiley & Sons, New York 1949. 

8 Die NaBoxydation der Oxalsiure wurde nach D. van Slyke, J. Plazin u. 
J.R. Weisiger (J. biol. Chemistry 191, 299 [1951]}) nach einer etwas vereinfachten 
Methode durchgefihrt. 
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Tab. 2. Abbau von px-Tyrosin-[a-“C] mit 1,35nHNO,, 48 Stdn. bei 70°. 





|1. Abbau| 2. Abbau| 3. Abbau| Mitel 





Ausgangsaktivitaét von Tyrosin 


gemessen als BaCO, (Imp./Min.) . .| 5690 | 2760 | 2420 | 
Kohlendioxyd 
gemessen als BaCO, (Imp./Min.) . . 3650 1364 1195 





berechnet fiir den Fall, daB das ge- 
samte CO, aus dem markierten C- 





Atom stammt (Imp./Min.)..... 51210 24840 21780 

Anteil des aus dem “C-Atom stam- 

menden CO,(%) .-. 2. +++ 7,13 5,5 5,5 6 
Blausaure 

gemessen als AgCN (Imp./Min.). . . 900 420 400 





berechnet fiir den Fall, daB das ge- 
samte HCN aus dem markierten C- 

















Atom stammt (Imp./Min.) .... . 75600 36900 32300 

Anteil der aus dem C-Atom stam- 

menden Blausfiure(%) ......- 1,19 1,15 1,24 1,2 
Oxalsaiure 

gemessen als Calciumoxalat (Imp./ 

PAS et at Rise e oe Goce tie: nel na 16616 8145 6700 





berechnet fiir den Fall, daB alle Oxal- 
siuremolekiile je ein 4C-Atom enthal- 








fen inn: /Mins) 6 5 6. ss ses 69500 33750 29580 

Anteil der Molekiile, die ein 4C-Atom 

PUNE GAN. 4 2 6. 5 ss 6s 23,9 24,2 22,7 24 
gemessen als BaCO, (Imp./Min.) . . 6293 3365 2195 





berechnet fiir den Fall, daB alle Oxal- 
siuremolekiile ein 4C-Atom enthalten 
impyMIn)) 62605 6 ae ws 8G 25600 12420 10880 

















Anteil der markierten Oxalsaure (%) . 25 27,2 20,1 24 


Am folgenden Beispiel wird fiir den 1. Abbau der Tab. 2 der Gang der Berech- 
nung ausfiihrlich gezeigt. Die weiteren Abbaureaktionen wurden in der gleichen 
Weise ausgewertet : 

Die Bestimmung der Ausgangsintensitaét des zu CO, verbrannten Tyrosins (als 
Bariumcarbonat) ergab als Mittelwert 5690 Imp./Min.; die Bestimmung des beim 
Abbau entstandenen CO, (als Bariumcarbonat) ergab als Mittelwert 3650 Imp./ 
Min. 

Um zu errechnen, wieviel Prozent des Kohlendioxyds aus dem markierten 
C-Atom des Tyrosins stammen, wurde folgende Uberlegung angestellt : Das Tyrosin- 
molekiil enthalt 9 Kohlenstoffatome, von welchen eines radioaktiv ist. Wenn Tyro- 
sin vollig zu CO, oxydiert und als Bariumcarbonat vermessen wird, besteht der 


3 
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Kohlenstoff im Praparat aus °/, }2C und 1/, 4C. Im Falle, daB das bei dem Salpeter. 
siureabbau gefundene CO, quantitativ aus dem markierten C-Atom stammt, 
miiBte die Radioaktivitat des CO, (gemessen als Bariumcarbonat) neunmal so gro8 
sein wie bei Tyrosin. Es ware eine Impulszahl von 9 x 5690 = 51210 Imp./Min. zu 
erwarten. Gefunden wurden 3650 Imp./Min. oder 7,13% des errechneten Weries, 
Das bedeutet, daB 7,13% des CO, aus dem markierten C-Atom stammen. 

Die Messung der Aktivitat des Silbercyanids ergab im Durchschnitt 900 Imp./ 
Min. Die Berechnung des Prozentgehaltes schlieBt sich an obige Uberlegungen an, 
Wenn die Blausaure nur aus dem radioaktiven C-Atom entstiinde, miiBte sie Silber. 
cyanid mit einer Aktivitat von 9 <x 5690 x 1,48* = 75600 Imp./Min. ergeben. Ge. 
funden wurden 900 Imp./Min. oder 1,19°% des berechneten Wertes. 1,19% der 
Blausiure stammen aus dem markierten C-Atom. 

Bei der Bestimmung der Oxalsiure in Form von Calciumoxalat wurden 
16616 Imp./Min. gezahlt. Wenn alle Oxalsiuremolekiile je ein markiertes C-Atom 
enthielten, wiirde fiir eine Messung als Bariumcarbonat 0,5 9x 5690 = 25600 
Imp./Min. errechnet. Als Calciumoxalatschicht gemessen sind jedoch 25600 x 198/73 
= 69500 Imp./Min. zu erwarten (Molekulargewicht von CaC,0,:H,O = 146, das 
Aquivalentgewicht fir ein BaCO, = 73; Molekulargewicht BaCO, = 198). 

Gefunden wurden 16616 Imp. /Min. = 23,9% des berechneten Wertes. Um 
eine Vergleichsméglichkeit zu haben, wurde das Calciumoxalat zu CO, oxydiert 
und als Bariumcarbonat nochmals gemessen. Dabei wurden 6050 Imp./Min. gezahlt. 
Da bei der NaB-Oxydation ein Verlust von etwa 4° zu beriicksichtigen ist, betrug 
die wirkliche Aktivitét 6290 Imp./Min. Wie oben erlautert, waren als maximale 
Aktivitaét 25600 Imp./Min. zu erwarten. Der gefundene Wert entspricht 25%. Das 
bedeutet, daB 25% der Oxalsaure je ein markiertes C-Atom enthalten. 


Tab. 3. Abbau von kernmarkiertem pi-Tyrosin-[14C] mit 1,35n HNO, bei 70°. 





1. Abbau | 2. Abbau| Mittel 






































Reaktionszeit (Stdn.). . 2... . 2... 48 60 
Ausgangsaktivitat von Tyrosin 
gemessen als BaCO, (Imp./Min.). ...... | 260 | 440°) | 
Kohlendioxyd 

gemessen als BaCO, (Imp./Min.)...... . 300 515 

berechnet fiir den Fall, daB das gesamte CO, aus 

dem Benzolkern stammt (Imp./Min.).... . 390 660 

Anteil des aus dem Kern stammenden CO, (°%) 77 78 77,5 
Blausaure 

gemessen als AgCN (Imp./Min.) ....... 215 375 

berechnet fiir den Fall, daB das gesamte HCN aus 

dem Benzolkern stammt (Imp./Min.).... . 577 975 

Anteil der aus dem Kern stammenden Blau- 

itech (Ay ee ee NSS a ae eee 37,3 38,4 

gemessen als BaCO, (Imp./Min.)...... . 155 — 

berechnet fiir den Fall, daB das ga HCN 

aus dem Kern stammt (Imp./Min.). .. . 390 — 

Anteil der markierten Blausaéure (%). .. . . 40 — 39 














* Umrechnungsfaktor Mpaco,/Magcn 
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1. Abbau| 2. Abbau| Mittel 

Reaktionszeit (Stdn.). ........4... 48 60 | 
Oxalsaure 
gemessen als Calciumoxalat (Imp./Min.) . . . 660 1025 
berechnet fiir den Fall, daB pro Oxalsiuremole- Etwa 
kiil ein markiertes C-Atom vorliegt (Imp./Min.) 529 895 agi a 
ir 4C—C 

berechnet fiir den Fall, daB beide C-Atome ber. 
markiert sind (Imp./Min.). ...... oie 1058 1790 ~=—- | Wertes 





Der prozentuale Anteil der radioaktiven Oxalsaure in Vers. 1 der Tab. 3 wurde 
nach folgender Uberlegung berechnet: Es wurden im Durchschnitt 110% der Ak- 
tivitat gefunden, die fiir den Gehalt von einem markierten Kohlenstoffatom pro 
Molekiil Oxalsaure, also fiir die Form C—C, errechnet worden war. Es miissen also 
mindestens 5% der Oxalsiure als *C—C vorliegen. Aus dem Abbau von Tyro- 
sin-[x-4C] war bekannt, daB rund 24% der Oxalsiure aus der Seitenkette 
stammen, im vorliegenden Fall, beim Abbau von kernmarkiertem Tyrosin, also 
radioinaktiv sein miissen. Um die gefundene hohe Aktivitét zu erklaren, miissen 
dafiir 24% der Oxalsiure an beiden C-Atomen markiert sein, so da8 im ganzen rund 
29%, der Oxalsaure je zwei markierte Kohlenstoffatome enthalten. Die iibrigen 47% 
liegen in der Form 4C—C vor. Bei der Berechnung der in Tab. 3 angefiihrten Ak- 
tivitatswerte wurde beriicksichtigt, da8 beim kernmarkierten Tyrosin 6 C-Atome 
radioaktiv sind. 


Zusammenfassung 
Kernmarkiertes und seitenkettenmarkiertes DL-Tyrosin-[!4C] wur- 


de mit 1,35n HNO, bei 70° abgebaut und die Herkunft der dabei ent- 
stehenden Blausiure, Oxalsiure und Kohlensaure festgestellt. 


Summary 
DL-Tyrosine-[14C] uniformly labelled in the benzene ring as well as 
DL-Tyrosine-«-[14C] were treated with 1,35N HNO, at 70° C, and the 
origin of the decomposition products, hydrocyanic acid, oxalic acid and 
carbon dioxide was investigated. 


Professor Dr.-Ing. Helmut Zahn, Deutsches Wollforschungsinstitut der Tech- 
nischen Hochschule Aachen, Veltmanplatz. 
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Blutzucker- und Blutalkoholspiegel bei weifSen Ratten nach 
Alkoholbelastung und toxischer Leberschadigung, II’ 


Alkoholumsatz bei nicht geschadigten Tieren 


Von 
K. Lange, unter Mitarbeit von S. Kiihne 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Rostock*, Komm. Direktor: Dozent 
Dr. N. Hartmann, z. Z. Direktor des Physiologisch-Chemischen Instituts Greifswald 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Juli 1960) 


Uber den Alkoholumsatz im tierischen Organismus finden sich in der 
Literatur verschiedene Angaben. Die Frage nach dem bestimmenden 
Faktor fiir den Ablauf der Alkoholverbrennung ist nicht vollstindig ge- 
klirt. An Rattenleberschnitten wurde trotz Verinderung der Alkohol- 
Konzentrationen ein konstanter Alkoholumsatz festgestellt?, Leber- 
schnitte von Hungerratten setzten den Alkohol etwa halb so schnell um 
wie Leberschnitte von gefiitterten Tieren?-*. Nach intraperitonealer Al- 
koholgabe an Ratten wurde eine proportionale Abhangigkeit der Ver- 
brennungsgeschwindigkeit von der jeweiligen Blutalkohol-Konzentration 
gefunden®, wihrend bei Hunden nach intravendser Alkoholbelastung 
diese Konzentrationsabhingigkeit nicht in gleichem AusmaB bestand. 
Niedrige Alkohol-Konzentrationen ergaben beim Menschen eine Propor- 
tionalitét zwischen Konzentration und Umsatzgeschwindigkeit®; nach 
volliger Verteilung gréferer Gaben wurde ein gleichbleibender Umsatz 
beobachtet’. Als der limitierende Faktor fiir die Oxydation des Alkohols 
wurde einmal DPN®8**, an anderer Stelle die erste Stufe der Alkohol- 
oxydation mit gleichzeitiger DPN®°-Reduktion®, ferner die zur Verfiigung 


* Das Institut steht seit dem 1. 9. 1959 unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. 
D. Micke. 

** Verwendete Abkiirzungen: DPN®, DPNH = oxydiertes bzw. reduziertes 
Diphosphopyridinnucleotid; ADH = Alkohol-Dehydrogenase. 

1 [. Mitteil.: K. Lange u. 8. Kiihne, diese Z. 321, 49 [1960]. 

2M. E. Smith u. H. W. Newman, J. biol. Chemistry 284, 1544 [1959]. 

3 L. F. Leloir u. J. M. Munoz, Biochem. J. 32, 299 [1938]. 
E. Le Breton, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales Associées 122, 330 [1936]. 
H. Elbel, Experientia [Basel] 14, 255 [1958]. 
E. Lundquist u. H. Wolters, Acta pharmacol. toxicol. [Kébenhavn] 14, 


N= @ ao & 


265 [1958]. 
L. Carré u. J. Tremoliéres, Bull. Soc. Chim. biol. 40, 851 [1958]. 

8 J. J. Vitale, D. M. Hegsted, M. McGrath, E. Grable u. N. Zama- 
check, J. biol. Chemistry 210, 753 [1954]. 

9 W. W. Westerfield, E. Strotz u. R. L. Berg, J. biol. Chemistry 149, 237 


[1943]. 
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stehende ADH-Menge®?!° verantwortlich gemacht; hohe DPN®-Gaben 
beschleunigen den Alkoholumsatz in vivo nicht". 

In der vorliegenden Arbeit wird zu klairen versucht, welche Form der 
Eliminierung des Blutalkohols nach verschieden hohen oralen Gaben bei 
weifen Ratten vorliegt und welches der geschwindigkeitsbestimmende 
Faktor fiir den Alkoholumsatz ist. Wegen der Empfindlichkeit und Spe- 
zifitait wurden die Alkoholbestimmungen mit Hilfe der Fermentmethode 
ausgefiihrt. 


Methodik 


Versuchstiere waren weiBe Ratten von 150—200 g Gewicht. Die Haltung und 
Fiitterung der Ratten, die Blutentnahme und die orale Applikation von Alkohol 
entsprechen den Angaben der I. Mitteilung!. Die Berechnung der Alkoholgaben 
erfolgte in g/kg Kérpergewicht. Bei einigen Tieren wurde vor Beginn des Versuchs 
der Blindwert bestimmt. Das Blut wurde sonst jeweils zu den festgesetzten Zeiten 
nach der Belastung e::tnommen. 

Die Bestimmung des Blutalkohols erfolgte nach Angaben der Firma Boeh- 
ringer, Mannheim, deren Prinzip auf Arbeiten von Biicher und Redetzki”™ be- 
ruht. Wegen der Vielzahl der Bestimmungen bei den einzelnen Tieren wurde unter 
Beibehaltung der Konzentrationsangaben jeweils nur 0,2 m/ Blut entnommen. 


Einteilung der Versuchstiere: 


Gruppe 1 erhielt 1 g Alkohol/kg per os 
Gruppe 2 erhielt 2 g Alkohol/kg per os 
Gruppe 3 erhielt 4 g Alkohol/kg per os 


Ergebnisse 

In der Abbildung sind die gemessenen Blutalkohol-Konzentrationen 
in Promille in Abhangigkeit von der Zeit mit mittlerem Fehler (sz = 3/ / n) 
und die Anzahl der Versuche n (in Klammern) dargestellt. 

Das Maximum der Blutalkohol-Konzentration ist. nach Gabe von 
2 g/kg 20% mehr als doppelt so hoch wie nach 1 g/kg und nach 4 g/kg nur 
50% héher als nach 2 g/kg; bei Gruppe 1 ist es nach 30 Min., bei den 
Gruppen 2 und 3 nach 1 Stde. erreicht. Danach ist bei den Gruppen 1 und 
2 sofort ein linearer Abfall der Konzentration zu erkennen, der bei Gruppe 
3 erst 2—3 Stdn. spiter in ebenfalls nahezu linearer Form einsetzt. 


Der Neigungswinkel der Kurven ist nach 4 g/kg flacher als nach 
2 g/kg; die Differenz betrigt durchschnittlich 35%. Bei Gruppe 1 sind 
nach 3 Stdn. 99%, bei Gruppe 2 nach 5 Stdn. 92% und bei Gruppe 3 nach 
12 Stdn. 98% des verabfolgten Alkohols umgesetzt. 

Bei den Tieren der Gruppe 2 und besonders der Gruppe 3 trat wiah- 
rend des Versuchs eine starke Erwirmung der Kérperoberfliche ein. In 
der Gruppe 3 konnte bei einem Teil der Tiere voriibergehend ein koma- 


10 J. J. Vitale, J. Di Giorgio, M. McGrath, J. Nay u. D. M. Hegsted, 
J. biol. Chemistry 204, 257 [1953]. 

uM. E. Smith, E. J. Newman u. H. W. Newman, Proc. Scc. exp. Biol. 
Med. 95, 541 [1957]. 

2 Th. Biicher u. H. Redetzki, Klin. Wschr. 29, 615 [1951]. 
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ihnlicher Zustand beobachtet werden. Hier war die initiale Blutalkohol- 
Konzentration besonders hoch, die Senkung des Blutalkohols verlief 
dagegen innerhalb normaler Grenzen. 
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Anderung der Blutalkohol-Konzentration in Abhangigkeit von der Zeit. 
Gruppe 1 erhielt 1 g/kg,Gruppe 2 2g/kg und Gruppe 3 4g Alkohol/kg Kérpergewicht. 





























Besprechung der Ergebnisse 

Eine Alkoholgabe von 1 g (2 g, 4 g)/kg kann bei Beriicksichtigung des 
Gesamtwassergehaltes der Versuchstiere!® nach sofortiger und vollkom- 
mener Resorption und Verteilung auf die Gesamtfliissigkeitsmenge des 
Koérpers theoretisch eine Blutalkohol-Konzentration von  1,43°/5, 
(2,86°/59; 5,72°/59) hervorrufen*. Wird eine geringere Konzentration 
festgestellt, so ist entweder eine entsprechende Menge Alkohol umgesetzt 
worden, oder Resorption und Verteilung sind noch nicht abgeschlossen; 
letzteres gilt wahrscheinlich fiir die mit gréferen Mengen belasteten 
Gruppen wihrend der ersten Stdn. nach Applikation des Alkohols. 

Mit dem AbschluB der Resorptions- und Verteilungsvorgiinge ist zu 
einem Zeitpunkt zu rechnen, von dem an die Alkoholkurve einen gleich- 
miBigen Abfall zeigt ; das ist bei Gruppe 3 (Gruppe 2 und 1) mit Sicher- 
heit nach 4 (nach 2 und 1) Stdn. der Fall. Die bis zu diesen Zeitpunkten 
umgesetzte Alkoholmenge berechnet sich bei Beriicksichtigung des ins- 
gesamt verabfolgten Alkohols und unter Annahme eines Verteilungs- 
volumens von 70%* auf 650 mg (500 mg, 580 mg)/kg K6érpergewicht 
und Stunde. Hier scheint zunichst eine Abhingigkeit der Verbrennungs- 
geschwindigkeit von der vorhandenen Alkoholmenge zu bestehen, wobei 


* Fiir Ratten wird ein Wassergehalt von 73,8°/, bezogen auf fettfreie Feucht- 
substanz, angegeben. Unter Beriicksichtigung des Fettgehaltes kann ein Gesamt- 
wassergehalt von etwa 70%, des Tierkérpergewichtes in Rechnung gestellt werden. 

13 C. M. Spray u. E. M. Widdowsson, Brit. J. Nutrit. 4, 332 [1951], zitiert 
nach H. M. Rauen, Biochem. Taschenb., 8S. 841, Springer-Verlag, Heidelberg 1956. 
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Alkoholumsatz/Stde. nach Gabe von 1 g, 2 g und 4 g Alkohol/kg Kérpergewicht. 

Die Werte fiir die 1. Stde. sind jeweils aus der Differenz zwischen gemessenen und 

theoretisch méglichen °/))-Héchstwerten errechnet; sie sind zusammen mit den bis 

zum sicheren Abschlu8 der Verteilungsvorgange festgestellten Werten (in Klam- 
mern) dargestellt. 





: mg Alkohol umgesetzt in der 
rae LJ 2f[sf[a]a]e@ ]7]s | 9 | 10 | a. | 2 
Stunde nach Verabreichung 





== Os Pe or ee ee ee ee eee ee ee 
(686) | (315) | 294 | 287 | 252 | — —_— — —_— — = — 
(2105), (77) | (196) | (238) | 189 | 182 | 175 | 175 | 168 | 175 | 154 | 112 


~ bo = 





aus den bis zum Anfang eines gleichmifigen Abfalls der Alkohol-Kon- 
zentration gefundenen Blutalkohol-Werten nicht entschieden werden 
kann, ob die vermehrte Alkoholoxydation gleich zu Beginn des Alkohol- 
angebotes oder wihrend dieser ganzen Zeit stattfindet. Nach AbschluB 
der Verteilungsvorgiinge ist eine ziemlich konstante Senkung der Blut- 
alkohol-Konzentration zu beobachten. 

Der Grund fiir die jetzt noch bestehende Differenz der Alkohol- 
umsatzraten zwischen den mit 2 und den mit 4 g/kg belasteten Gruppen 
kann die vermehrte Anhiufung von Acetat nach 4 g/kg sein, da gefiitter- 
tes Acetat den Alkoholschwund aus dem Blut verlangsamt!*. Nach 2 g 
Alkohol/kg ist auBerdem eine ausgepriigtere Blutzuckersenkung zu be- 
obachten als nach 4 g Alkohol/kg (vgl. 1. c.1). Bei Gruppe 3 ist von der 
4. Stde. an eine Ubereinstimmung mit der von Bartlett! fiir die Ratte 
angegebenen Alkoholumsatzrate von 175 mg/kg und Stde. festzustellen ; 
bei Gruppe 1 liegen die Werte zwischen der 1. und der 2. Stde. um 52%, 
bei Gruppe 2 nach Beginn des gleichmaBigen Abfalls der Alkoholkurve 
um 58% hoher. 

Der vermehrte Umsatz in der ersten Stunde nach Alkoholzufiihrung 
ist wahrscheinlich von der DPN®-Bereitstellung mit gleichzeitiger Er- 
héhung des ADH-DPNH-Komplexes und der nach kinetischen Messun- 
gen geschwindigkeitsbestimmenden Abdissoziation des DPNH von die- 
sem Komplex!®17 abhiingig. Nach Fructosezufuhr wurde in vivo eine 
betraichtliche Steigerung der Alkoholdehydrierung®!* und in vitro eine 
Erhéhung des ADH-DPNH-Komplexes beobachtet!®; Glycerinaldehyd 
als obligates Abbauprodukt der Fructose in der Leber?® kann direkt am 


14M. E. Smith u. H. W. Newman, unverdffentl. Versuche. 

15 G. R. Bartlett, Amer. J. Physiol. 168, 614 [1950]. 

16 H. Theorell u. B. Bonichsen, Acta chem. scand. 5, 1105 [1951]. 

17 H. Theorell u. B. Chance, Acta chem. scand. 5, 1127 [1951]. 

18 K. Stuhlfauth u. H. Neumaier, Med. Klin. 46, 591 [1951]. 

19 H. Holzer u. S. Schneider, Klin. Wschr. 33, 1006 [1955]. 

20 F, Leuthardt, E. Testa u. H. P. Wolf, Helv. chim. Acta 36, 227 [1953]. 
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ADH-DPNH-Komplex zur Reoxydation des gebundenen DPNH fiihre:, 
weil die glycerinaldehyd-hydrierende Fermentaktivitét der ADH zuzu- 
schreiben ist?!. Da auch Pyruvat die Alkoholoxydation betrachtlich stei- 
gert®?2 und nach Alkoholgabe die Blutzuckerbewegung auf eine ver- 
mehrte Glykolyse schlieBen laBt (vgl. 1. c.1), kann die Beschleunigung des 
Alkoholumsatzes durch bekannte Reaktionen erklirt werden. 

Nach Alkoholbelastung diirfte die Art und das AusmaB der Stof!- 
wechselvorginge von der Menge des zugefiihrten Alkohols beeinfluBt und 
als Adaptationssyndrom des Organismus gedeutet werden kénnen. 


Zusammenfassung 


Bei Versuchen an weiBen Ratten wurde nach oraler Belastung mit 
Mengen von 1 g, 2 g und 4 g Alkohol/kg die Abnahme der Blutalkohol- 
Konzentration im enzymatisch-optischen Test gemessen. 

Bis zum AbschluB der Resorptions- und Verteilungsvorginge nach 
der Alkoholzufuhr war bei allen Versuchsgruppen eine gréBere Abnahme 
der Blutalkohol-Konzentration in der Zeiteinheit festzustellen als in den 
folgenden Stunden, in denen eine lineare Abnahme stattfindet. Die Nei- 
gung der Blutalkohol-Kurve nach Belastung mit differenten Alkohol- 
gaben war unterschiedlich. Der Einflu8 einer vermehrten Glykolyse auf 
die Umsatzgeschwindigkeit nach grofen Alkoholgaben ist wahrschein- 
lich. 


Summary 


The decrease in blood alcohol concentration in white rats after the 
oral administration of 1 g., 2 g. and 4 g. aleohol/kg. has been measured by 
the enzymic-photometric method. 

During the absorption and distribution processes following alcohol 
dosage, the rate of decrease in blood alcohol concentration was greater, 
in all test animals, than in the subsequent period, which showed a linear 
decrease. The slope of the blood alcohol curve varied according to the 
alcohol dosage. Increased glycolysis, following large alcohol doses, 
probably has an effect on the alcohol turnover rate. 


Dr. K. Lange, Rostock, Liskowstr. 2. 


as: Holzer, S. Schneider u. K. Lange, Angew. Chem. 67, 276 [1955]. 
22 W. W. Westerfield, E. Strotzu. R. L. Berg, J. biol. Chemistry 144, 657 
[1942]. 
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Blutzucker- und Blutalkoholspiegel bei weiBen Ratten 
nach Alkoholbelastung und toxischer Leberschadigung, III'* 


Alkoholumsatz bei CCly-geschadigten Tieren 
Von 
K. Lange, unter technischer Mitarbeit von S. Kiihne 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Rostock*, Komm. Direktor: Dozent 
Dr. N. Hartmann, z. Z. Direktor des Physiologisch-Chemischen Instituts Greifswald 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Juli 1960) 


Eine zur funktionellen Leberdiagnostik empfohlene Belastung des 
menschlichen Organismus mit 0,5 g Alkohol/kg K6rpergewicht soll es 
wegen der Empfindlichkeit und Organspezifitat erméglichen, auch latente 
Leberschaden zu entdecken, die mit anderen Methoden nicht nachgewie- 
sen werden kénnen’. Bei Leberparenchymschiiden liegen die Blutalkohol- 
werte nach 4 Stdn. noch iiber 0,2°/9, wihrend bei Gesunden der Aus- 
gangswert zu dieser Zeit wieder erreicht ist. 

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob sich ein durch CCl, 
gesetzter Leberschaden kurze Zeit nach der Giftzufiihrung durch Mes- 
sung der Alkoholelimination nachweisen li8t, und ob sich am Beispiel 
des Alkoholumsatzes in vivo bestitigen laBt, daB eine Schidigung der in 
den Mitochondrien enthaltenen Fermente nicht die erste Wirkung von 
CCl, sein kann‘. 

Um einen Einblick in die histologisch sichtbaren Veriinderungen an 
der Leber nach differenten Giftgaben mit und ohne Alkohol zu erhalten, 
wurden mikroskopische Untersuchungen an Leberschnitten durchgefiihrt. 


Methodik 


Versuchstiere, Haltung und Fiitterung, orale bzw. subcutane Applikation von 
Alkohol und CCl,, sowie die Alkoholbestimmung im Blut entsprechen den Angaben 
friiherer Mitteilungen (vgl. 1. c.1?). Alkoholbestimmungen im Blut zu verschiedenen 
Zeiten nach alleiniger CCl,-Zufiihrung ergaben keine Erhéhung des Blindwertes. 
Zur Anfertigung der histologisch zu untersuchenden Leberschnitte wurde nach 
Tétung der Tiere durch Genickschlag und Dekapitieren (26 und 54 Stdn. nach 
CCl,-Gabe) immer der rechte Leberlappen entnommen und in Formalin gelegt. 


Einteilung der Versuchstiere 


Gruppe 1 erhielt 4 ml CCl,/kg + 1 g Alkohol/kg per os (7 Tiere) 
Gruppe 2 erhielt 4 m/ CCl,/kg subcutan + 1 g Alkohol/kg per os 90 Min. spater 
(6 Tiere) 


* Das Institut steht seit dem 1. 9. 1959 unter der Leitung von Herrn Prof. 
Dr. D. Micke. 
1 T. Mitteil.: K. Lange u. S. Kiihne, diese Z. 321, 49 [1960]. 
2 II. Mitteil.: K. Lange u. S. Kiihne, diese Z. 323, 38 [1960], vorstehend. 
3-H. Baur, Helv. med. Acta 17, 316 [1950]. 
4 R. O. Recknagel u. D. P. Anthony, J. biol. Chemistry 284, 1052 [1959]. 
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Ergebnisse 


In der Abbildung sind die Mittelwerte der gemessenen Blutalkohol- 
Konzentrationen in Abhiingigkeit von der Zeit und ihre mittleren Feh- 
ler wiedergegeben. Zum Vergleich ist die Blutalkoholkurve nicht-CC!,- 
geschiidigter Tiere, die auch 1 g Alkohol/kg erhielten, mit dargestellt (vg. 
l. c.”). Zur statistischen Priifung wurde der ¢-Test nach Student ange- 
wandt; die t-Werte sind im Text mit angegeben. 


Die Blutalkohol-Konzentration erreicht bei den mit CCl, geschiidig- 
ten Tieren im Maximum nicht dic Héhe wie bei den Vergleichstieren. Die 
meBbare Abnahme des Blutalkohols setzt zégernd ein. Die oral mit CCl, 
belastete Gruppe 1 hatte nach 2 und nach 3 Stdn. noch einen héheren 
Wert als die subcutan mit CCl, behandelten Tiere. Zwischen der Ver- 
gleichsgruppe und Gruppe | bestanden nach 2 und nach 3 Stdn. (¢ = 2,50; 
3,43), zwischen der Vergleichsgruppe und Gruppe 2 nach 3 Stdn. (¢ = 3,83) 
statistisch gesicherte Unterschiede. Die Anderung der Alkohol-Konzen- 
tration zwischen der 1. und der 2. Stunde ist nach subcutaner und vor 
allem nach oraler CCl,-Gabe wesentlich geringer als bei den nicht mit 
CCl, geschadigten Tieren. 


Auf orale Gabe von 4 m/ CCl, + 1 g Alkohol/kg haben die einzelnen 
Versuchstiere verschieden reagiert. Einem langsamen und nur miBigen 
Alkoholanstieg und einer langsamen Alkoholeliminierung aus dem Blut 
entsprach ein nur mabiger Zuckeranstieg mit nachfolgender rapider 
Blutzuckersenkung auf Werte von etwa 50°, der Ausgangswerte (vgl. 
1. c.1), Einem schnellen und hohen Alkoholanstieg entsprach auch ein sehr 
hoher anfinglicher Anstieg der Blutzucker-Konzentration, die dann 
spiter bis zu 8 Stdn. auf normalen Werten blieb. 
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Anderung der Blutalkohol-Konzentration in Abhangigkeit von der Zeit. 
Gruppe 1 erhielt: 4 ml CCl,/kg + 1 g Alkohol/kg per os; Zahl der Tiere n =7. 
Gruppe 2: 4 ml CCl,/kg subcutan + 1 g Alkohol/kg Korpergewicht per os 90 Min. 
spater; n= 6. V = Vergleichsgruppe: 1 g Alkohol/kg. 
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Die zur mikroskopischen Untersuchung entnommenen Lebern aller 
Versuchstiere zeigten makroskopisch eine starke VergréBerung durch 
Schwellung gegeniiber den Lebern nicht behandelter Tiere. 

Bei der Auswertung der histologischen Leberbefunde* zeigte sich, 
da das AusmaB der nekrotischen Leberveriinderungen bei oraler CCl,- 
Gabe durch mitverabfolgten Alkohol erhéht wird. Subcutan gegebener 
Tetrachlorkohlenstoff entfaltet seine degenerative Wirkung auf die Leber- 
zellen langsamer als oral gegebener. 

Eine vorangegangene Schaidigung der Leber mit 2 m/ CCl,/kg macht 
diese einer erneuten Giftzufuhr (2 ml CCl,/kg) gegeniiber anfialliger als 
eine einmalige Giftgabe von 4 ml CCl,/kg. 

Die Leberverfettung ist schon sehr deutlich ausgepriigt, noch bevor 
sich das gesamte AusmaB der nekrotischen Veriinderungen bemerkbar 
macht. Bei oraler CCl,-Zufuhr setzt die Verfettung friiher ein als bei sub- 
cutaner Zufuhr und ein férdernder EinfluB mitverabfolgten Alkohols ist 
dabei zu erkennen. 

Besprechung der Ergebnisse 

Die nicht wesentlich herabgesetzte Alkoholumsatzrate 90 Min. nach 
subcutaner CCl,-Injektion bestitigt die langsamere Leberwirkung sub- 
cutaner Giftgaben gegeniiber den oralen. Fiir die festgestellte Verlang- 
samung des Alkoholumsatzes bei Gruppe 1 kénnen evtl. zunichst ver- 
iinderte Resorptionsbedingungen fiir den Alkohol oder rein mechanische 
Ursachen verantwortlich sein, da immer nach CCl,-Zufiihrung eine 
Schwellung der Leber eintritt. Die massivere Wirkung oraler CCl,-Gaben 
auf die Leber hat eine schneller einsetzende hydropische Degeneration 
mit Verinderung der Diffusionsbedingungen zur Folge und einzelne En- 
zyme verlieren dabei zu differenten Zeiten die Pyridinnucleotide®. Die 
durch CCl, entstehenden Leberverinderungen werden vor allem durch 
Veriinderungen am strukturellen Aufbau und am Anteil der léslichen 
Cofaktoren in den Mitochondrien ausgelést®, weniger durch eine Schiidi- 
gung der Fermente hervorgerufen’. Eine Minderung der Mitochondrien- 
funktion tritt erst 15 Stdn. nach Beginn eines Leberfettanstiegs, der 
3 Stdn. nach CCl,-Zufuhr festzustellen ist, ein*. In vivo erfolgt der An- 
stieg des Leberfetts sekundir auf der Grundlage mangelnder Fettoxyda- 
tion, da Adenosintriphosphat fiir die Aktivierung der Fettsiureoxydation 
notwendig ist und Diphosphopyridinnucleotid als obligatorischer Wasser- 
stoffacceptor dient®*. Da die Detoxikation des Alkohols durch Fermente 


* Die Beurteilung der Leberbefunde wurde von Herrn Oberarzt Dr. Schill 
vom Pathologischen Institut der Universitit Rostock durchgefiihrt und uns zur 
Verfiigung gestellt, wofiir ich an dieser Stelle besonders herzlich danken méchte. 
5 G.S. Cristie u. J. D. Judah, Proc. Roy. Soc. [London] 142, 241 [1954]. 
6 M. U. Dianzani, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 17, 319 [1955]. 
? M. U. Dianzani, Biochim. bicphysica Acta [Amsterdam] 14, 514 [1954]. 
8 F. Lipmann, M.E. Jones,S. Black u. R. M. Flynn, J. Amer. chem. Soc. 
74, 2384 [1952]. 
® F. Lynen u. 8. Ochoa, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 12, 299 
[1953]. 
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erfolgt, die nicht an die Zellgranula gebunden sind, wird sie so lange une. 
stért sein, bis die energieliefernden Prozesse in den Mitochondrien durch 
degenerative Verinderungen eingestellt werden, der Nachschub an cen 
notwendigen Cofaktoren aufhért und allgemein der normale Stoffwechsel 
zum Erliegen kommt. Funktionsausfiille von Fermenten machen sich ei 
Versuchen in vivo friiher bemerkbar als bei Versuchen mit isolierten Fer. 
menten in vitro, da hier immer alle notwendigen Cofaktoren in ausrei- 
chendem Mafe zugegeben werden. 

Wenn der bei Ratten festgestellte Alkoholumsatz nach toxischen 
Leberschidigungen als MaBstab gelten darf, muB beim Menschen schon 
eine erhebliche Leberparenchymschidigung vorliegen, wenn 4 Stdn. nach 
Gabe von 0,5 g Alkohol/kg K6érpergewicht noch eine Alkohol-Konzen- 
tration von iiber 0,2°/,, beobachtet wird®, vor allem auch deshalb, weil 
die Ratte nach Alkoholgaben anfangs einen Umsatz zeigt, der wesentlich 
iiber dem als Standardwert bezeichneten von 175 mg/kg und Stde.?° liegt 
(vgl. 1. ¢.?). Zu beriicksichtigen ist allerdings, daB der menschliche Orga- 
nismus nur etwa 100 mg Alkohol/kg und Stde. umsetzt!! und daB bei den 
hier beschriebenen Rattenversuchen die Leberschidigung noch nicht als 
manifest bezeichnet werden kann, sondern sich im Initialstadium befin- 
det, wobei der verabfolgte Alkohol nach den histologischen Leber- 
befunden férdernd auf die Schadigung zu wirken scheint. 


Zusammenfassung 

In Versuchen an weifen Ratten wurde der Umsatz von oral zuge- 
fiihrtem Alkohol nach oralen und subcutanen Gaben von CCl, untersucht. 
Dabei wurde festgestellt, daB im Vergleich zu Normaltieren das Maximum 
der Blutalkohol-Konzentration verlangsamt erreicht wird und die Ab- 
nahme des Alkohols aus dem Blut verzégert einsetzt. 

Die Anderung der Blutalkohol-Konzentration in der Zeiteinheit war 
besonders nach oral verabfolgtem CCl, herabgesetzt. Die endgiiltige Eli- 
minierung des Alkohols dauerte nach oraler CCl,-Belastung linger als bei 
Vergleichstieren und auch linger als nach subcutaner CCl,-Belastung. 
Die bei allen Lebern festgestellten Schwellungen lassen primar auf eine 
mechanische Schiidigung schlieBen, als deren weitere Folge die strukturel- 
len und funktionellen Veriinderungen eintreten. 

Die histologischen Untersuchungen bestiitigen das Ausmaf der im 
experimentellen Teil festgestellten Leberschiden. 


Summary 
The turnover of orally administered alcohol has been investigated in 
white rats after oral and subcutaneous CCl, dosage. It was found that, in 
comparison with normal animals, the maximum blood alcohol concen- 
tration was reached more slowly, and the decrease in blood alcohol 
retarded. 





10 G, R. Bartlett, Amer. J. Physiol. 163, 614 [1950]. 
11 EK. M. P. Widmark, Biochem. Z. 282, 79 [19351. 
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The rate of alteration of the blood alcohol concentration was 
especially slower after oral dosage of CCl,. Complete removal of alcohol 
lasted longer after oral CCl, dosage than in control animals or animals 
given subcutaneous CCl, All experimental livers were found to be 
swollen, a primary indication of mechanical damage, which then gives 
rise to structural and functional changes. 


Histological investigations confirmed the extent of liver damage 
indicated by the experimental results. 


Dr. K. Lange, Rostock, Liskowstr. 2. 
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Uber den Bau der apolaren Bereiche der Kollagenfaser; 
Abbau mit Kollagenase 


Aminosauresequenzen des Kollagens, III} 
Von 
Wolfgang GraBmann, Arnold Nordwig* und Helmut Hérmann 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir EiweiB- und Lederforschung, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Oktober 1960) 


Die elektronenmikroskopische Querstreifung des Kollagens wird 
heute allgemein durch das Abwechseln polarer und apolarer Bereiche in 
den Fibrillen gedeutet*. Die apolaren sollen hauptsachlich aus Glycin., 
Prolin- und Hydroxyprolinresten, eventuell auch aus anderen kleinen 
neutralen Aminosiiuren wie Alanin und Serin aufgebaut sein, wihrend 
sich in den polaren Bereichen simtliche anderen Aminosiuren zusammen 
mit Glycin, nicht aber Prolin und Hydroxyprolin befinden sollen. Im 
elektronenmikroskopischen Bild erscheinen dann die polaren Bereiche 
als dunkle Streifen, die apolaren dagegen hell. Das gilt besonders dann, 
wenn die Fibrillen vor der Aufnahme mit Phosphorwolframsiure, Chrom- 
oder Uranylsalzen behandelt worden waren, wobei sich die betreffenden 
Ionen mit den basischen bzw. saueren Seitenketten des Kollagens ver- 
binden‘; aber auch die unbehandelte oder nur mit Formalin fixierte Fi- 
brille gibt eine deutliche, allerdings schwichere Querstreifung®. 

Schon die ersten Versuche zur Deutung der elektronenmikroskopischen Quer- 
streifung diskutierten die Moéglichkeit einer Anhaiufung polarer Aminosaéuren in 
bestimmten Bezirken des Kollagens*. Bear’ hat 1952 geordnete und weniger 
geordnete Bereiche in Kollagen angenommen, wobei die Aminoséuren mit den 
raumbeanspruchenden sauren und basischen Seitenketten, eventuell auch solche 


mit langen aliphatischen Resten in den weniger geordneten Bereichen unterzubrin- 
gen waren, wahrend die geordneten Bereiche aus neutralen Aminosiuren mit még- 


* Teil der Dissertat. A. Nordwig, Univ. Miinchen 1961. 

1 T. Mitteil.: W. GraBmann, K. Hannig, H. Endres u. A. Riedel, diese 
Z. 306, 123 [1956]. 

2 TI. Mitteil.: W. GraBmann, K. Hannig u. M. Schleyer, diese Z. $22, 71 
[1960]. 

3 Vgl. die zusammenfassende Darstellung dieser Frage bei W. GraBmann, 
Svensk Kem. Tidskr. 72, 275 [1960]. 

4K. Kiihn, W. GraBmann u. U. Hofmann, Z. Naturforsch. 13b, 154 
[1958]; K. Kihn u. E. Gebhardt, ebenda 15h, 23 [1960]. 

5 U. Hofmann, Th. Nemetschek u. W. Gra8mann, Z. Naturforsch. 7b, 
509 [1952]; Th. Nemetschek, W. GraBmann u. U. Hofmann, ebenda 10b, 61 
[1955]. 

6 W. GraBmann u. J. Trupke in B. Flaschentrager u. E. Lehnartz, 
Physiologische Chemie, Bd. I, S. 584, u. zwar S. 661, Springer-Verlag, Heidelberg 
1951. 

7 B.S. Bear, Advances Protein Chem. 7, 69 [1952]. 
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lichst kleinen Seitenketten bestehen sollten. Die Annahme geordneter und weniger 
geordneter Bereiche in Kollagen stiitzen eindrucksvoll Dehnungsmessungen von 
Randall’, nach denen sich die mit Réntgenweitwinkelinterferenzen gemessenen 
Identitatsperioden der Kollagenfasern, die den Abstanden der einzelnen Amino- 
siuren in den apolaren Bereichen zugeordnet werden miissen, beim Dehnen der 
Faser wesentlich weniger veraindern, als es der Dehnung der Gesamtfaser entspre- 
chen wiirde. DaB in den geordneten Bereichen Prolin und Hydroxyprolin neben 
Glycin besonders angereichert sein sollen, haben erstmals Schroeder und Mit- 
arbeiter® auf Grund ihrer Ergebnisse bei der Partialhydrolyse von Gelatine ver- 
mutet. Sie forderten die immer wiederkehrende Sequenz -Gly-Pro-Hypro-Gly-. 
Diese Folge diente Rich und Crick?® als Grundlage fiir die Entwicklung ihres 
Strukturmodells fiir Kollagen. 

Die zunachst sehr schwach begriindete Annahme einer Anhaévfung von Imino- 
siuren fand eine starke Stiitze in Ergebnissen von Gra§8mann und Mitarbeitern?’, 
welche an reinen langkettigen Peptiden aus tryptischen Kollagenhydrolysaten 
zeigten, daB der Gehalt der Peptide an sauren oder basischen Aminosauren einer- 
seits und an Iminosauren andererseits gegenlaufig ist. Danach sollten in besonderen 
Bezirken des Kollagens polare Aminosauren, in anderen wieder Prolin und Hydroxy- 
prolin bevorzugt angehauft sein. Einzig Glycin, dessen Menge etwa ein Drittel der 
Gesamtaminosduren des Kollagens ausmacht, verteilt sich gleichmaBig iiber die 
verschiedenen langkettigen Peptide des Kollagenhydrolysates. SchlieBlich gelang 
es, ein an Prolin und Hydroxyprolin besonders reiches Peptid zu isolieren, welches 
sowohl am Amino- wie am Carboxylende Peptidsequenzen mit mannigfachen 
Aminosauren, jedoch frei von Iminosaiuren enthalt, und dessen Mittelstiick aus 
Prolin-, Hydroxyprolin- und Glycinresten nebea wenigen anderen kleinen Amino- 
siuren aufgebaut ist!. In der Zwischenzeit wurden von GraBmann und Mitarbei- 
tern? aus Trypsinhydrolysaten von Prokollagen noch eine Reihe anderer Peptide 
isoliert, die in bestimmten Bezirken Iminosaéuren mehr oder weniger deutlich ange- 
hauft enthalten. 

Die apolaren Bereiche des Kollagens waren bisher einer Erforschung 
nur auBerordentlich schwer zuginglich. Partialhydrolyse ergab im we- 
sentlichen die Peptide H-Gly-Pro-OH und H-Hypro-Gly-OH®", in 
geringer Menge auch H-Gly-Pro-Hypro-OH?!”. Mit enzymatischen Metho- 
den war im allgemeinen wenig auszurichten, da die meisten Enzyme Bin- 
dungen, an welchen Iminosiuren beteiligt sind, nicht angreifen. Diese 
Tatsache nutzten GraBmann und Mitarbeiter’ aus, um die apolaren 
Bereiche anzureichern. Denaturiertes Kollagen wurde nacheinander 
mit Trypsin, Chymotrypsin, Pepsin, Aminopeptidase und Carboxy- 
peptidase behandelt, wodurch die polaren Bereiche teilweise zerstért 
wurden. Durch Fallung mit Alkohol und Abtrennung von Aminosiuren 
und Salzen an Sephadex wurde ein Material mit einem deutlich héheren 
Gehalt an Iminosiuren (28,54 Mol%) als im urspriinglichen Kollagen 


(23,16 Mol%) erhalten. 


8 J. T. Randall, J. Soc. Leather Trades’ Chemists 38, 362 [1954]. 

9 W. A. Schroeder, L. M. Kay, J. Le Gette, L. Honnen u. F.C. Green, 
J. Amer. chem. Soc. 76, 3556 [1954]. 

10 A. Rich u. F. H. C. Crick, Nature [London] 176, 915 [1955]. 

11 Th. D. Kroner, W. Tabroff u. J. J. McGarr, J. Amer. chem. Soc. 75, 
4084 [1953]. 

122 Th. D. Kroner, W. Tabroff u. J. J. McGarr, J. Amer. chem. Soc. 77, 
3356 [1955]. 

13 W. GraBmann, K. Hannig, P. Pollak u. A. Nordwig, (in Vorberei- 
tung), s. auch 1. ¢.%. 
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Als einziges Enzym, welches die prolinhaltigen Bezirke des Kollagens 
anzugreifen vermag, scheint Kollagenase geeignet. Kollagenase greift, 
soweit man bisher weiB, von Proteinen nur Kollagen und dessen Derivate, 
wie Prokollagen oder Gelatine an!4. Bei anderen Proteinen wie Fibrin, 
Keratin, Casein, Himoglobin, Serumalbumin, Eialbumin, Rinderplasma. 
albumin!415.16 ynd Elastin'®!7 wurde keine Wirkung beobachtet. Man 
kann daher vermuten, daB die Spezifitit von Kollagenase auf Peptid. 
sequenzen gerichtet ist, die nur in Kollagen vorkommen. Die Tatsache, 
daB Kollagen zum Unterschied von anderen EiweiBstoffen sehr reich an 
Prolin und Hydroxyprolin ist, macht eine Spezifitat von Kollagenase auf 
Sequenzen mit Iminoséuren wahrscheinlich. 

Spaltversuche an Ichthyocol (Kollagen der Karpfenschwimmblase) haben 
diese Vorstellungen zunachst nicht bestatigt. Gallop und Mitarbeiter!® fanden 
nach Kollagenasespaltung als Aminoendgruppe ausschlieBlich Glycin, als Carboxyl. 
endgruppen verschiedene neutrale, basische und saure Aminoséuren. Mand]! 
stellte als Aminoendgruppen neben Glycin auch geringe Mengen Alanin fest. Nach 
diesen Befunden spaltet Kollagenase nicht unmittelbar an Bindungen, an denen 
Iminosauren beteiligt sind. 

Nachdem als erstes synthetisches Substrat ein Mischpolymeres aus 
Prolin und Glycin von Kollagenase gespalten worden war!®, wurden von 
verschiedenen’ Arbeitskreisen?°-*4 kiirzerkettige Peptidsubstrate fiir 
Kollagenase gefunden (Tab. 1). Die von Kollagenase angreifbaren Pep- 
tide enthalten zum gré8ten Teil vollstindig die von GraBmann und 
Mitarbeitern”? fiir ein Kollagenasesubstrat postulierte Reihenfolge 
X-P-R!Gly-P-Y,in welcher X und Y Aminosiiuren, aber auch verschiedene 
andere Schutzgruppen bedeuten kénnen, R eine Aminosiure unbe. 
stimmter Spezifitat darstellt und P fiir Prolin oder Hydroxyprolin stehen 
soll. Die Sequenz -P-R-Gly-P- wird also von Kollagenase angegriffen, 
wenn sie in eine Peptidkette eingebaut ist. Spaltung erfolgt zwischen 
den Resten R und Gly. 

Die oben postulierte Spezifitatsregel fiir Kollagenase gilt nicht ganz streng. 
In verschiedenen Fallen scheint z. B. eine Substitution der Carboxylgruppe der 
zweiten Iminosaure entbehrlich zu sein. Ferner werden, allerdings in geringem Mage, 


144 R. De Bellis, I. Mandl, J. D. MacLennan u. E. L. Howes, Nature 
[London] 174, 1191 [1954]. 

15 T, Mandl, H. Zipper u. L. T. Ferguson, Arch. Biochem. Biophysics 74, 
465 [1958]. 

16 §. Michaels, P. M. Gallop, S. Seifter u. E. Meilmann, Biochim. bio- 
physica Acta [Amsterdam] 29, 450 [1958]. 

Ww T. Fujii u..A. Nordwig, unveréffentlicht. 

18 T. Mandl, personl. Mitteil.; vgl. auch 1. c.**. 

19 W. Harrington u. P. H. v. Hippel, zit. n. S. Seifter, P. M. Gallop, 
L. Klein u. E. Meilman, J. biol. Chemistry 234, 285 [1959]. 

20 Y. Nagai u. H. Noda, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 34, 298 
[1959]. 

21 K. Heyns u. G. Legler, diese Z. 315, 288 [1959]. 

22 W. GraBmann, H. Hérmann, A. Nordwig u. E. Winsch, diese Z. 
316, 287 [1959]. 

23 Y. Nagai, S. Sakakibara, H. Nodau.8. Akabori, Biochim. biophysica 
Acta [Amsterdam] 87, 567 [1960]. 
24 W. GraBmann u. A. Nordwig, diese Z. 322, 267 [1960]. 
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Tab. 1. Durch Kollagenase spaltbare und verwandte Peptide*. 
Peptide, deren Sequenz der Spezifitatsregel gehorcht 
Nagai u. Noda” H-Gly-Pro-Leu!Gly-Pro-NH, 
Heyns u. Legler! Cbo-Pro-Ala*Gly-Pro-NH, 
GraBmann u. Mitarbeiter” Cbo-Hypro-Gly!Gly-Pro-OCH, 
Noda u. Mitarbeiter” Chbo-Pro-Leu:Gly-Pro-OH 
DNP-Pro-Leu‘Gly-Pro-OH 
H-Gly-Pro-Leu“Gly-Pro-OH 
H-Gly-Pro-Leu‘Gly-Hypro-OH 
Cbo-Gly-Pro-Leu!Gly-Pro-OH 
GraBmann u. Mitarbeiter™ Cbo-Gly-Pro-Gly*Gly-Pro-Ala-OH 





Spaltbare Peptide ahnlicher Sequenz 





Heyns u. Legler?! Chbo- Ala! Gly-Pro-NH, 
Noda u. Mitarbeiter?* Cbo-Leu‘Gly-Pro-NH, 
H-Gly-Pro-Leu!Gly-Gly-Pro-OH 





Nichtspaltbare Peptide ahnlicher Sequenz 





GraBmann u. Mitarbeiter” H-Pro-Gly-Gly-Pro-OH 
H-Hypro-Gly-Gly-Pro-OH 
Cbo-Pro-Gly-Gly-Pro-OH 
Cbo-Gly-Gly-Pro-OCH, 
Cbo-Gly-Gly-Hypro-OCH, 


Heyns u. Legler*! Cbo-Gly-Gly-Pro-NH, 
Cbo-Pro-Ala-Gly-NH, 
Noda u. Mitarbeiter** H-Pro-Leu-Gly-Pro-OH 


H-Gly-Pro-Leu-Leu-Pro-OH 
H-Gly-Pro-Gly-Leu-Pro-OH 


*Cbo-=Carbobenzoxy-; DNP-= 2.4-Dinitro-phenyl-. 


auch Cho-Ala‘Gly-Pro-NH,2:23, Cbo-Leu!Gly-Pro-NH,”* und H-Gly-Pro-Leu*Gly- 
Gly-Pro-OH?* gespalten, Sequenzen, die dem obigen Postulat zwar nahe stehen, 
ihm aber nicht vollstandig entsprechen. Alle diese Peptide enthalten eine Amino- 
siure mit aliphatischer Seitenkette (Leucin, Alanin) an der spaltbaren Bindung. 
Es ist wahrscheinlich, daB durch diese Aminosauren die Affinitat des Substrats zum 
Enzym und damit auch die Spaltbarkeit erhéht wird, wie dies im Falle von anderen 
proteolytischen Enzymen, z. B. Dipeptidase bereits bekannt ist?®. Cbo-Gly-Gly- 
Pro-NH,?!, Cbo-Gly-Gly-Pro-OCH,”2 und Cbo-Gly-Gly-Hypro-OCH,” werden von 
Kollagenase nicht gespalten. 

Nachdem die Spezifitit von Kollagenase ziemlich eng an die Sequenz 
-P-R-Gly-P- gebunden ist, war anzunehmen, da8 in ihrem natiirlichen 
Substrat Kollagen entsprechende Aminosiurefolgen verhiltnismaBbig 
hiufig vorkommen. Nach obigem sollten diese die apolaren, geordneten 
Bereiche des Kollagens bilden. 


25 W. GraBmann, L. Klenk u. T. Peters-Mayr, Biochem. Z. 280, 307 
[1935]. 
4* 
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Ergebnisse 

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welche Aminosiauren 
nach Spaltung von Kollagen mit Kollagenase aminoendstindig sind und 
welche in zweiter und dritter Position nach der Aminoendgruppe stehen, 

In Ubereinstimmung mit den Angaben von Gallop und Mitarbei- 
tern!® fanden wir bei der Aminoendgruppenbestimmung mit Fluordini- 
trobenzol nach Sanger?® als Hauptmenge Glycin endstiindig, neben 
Spuren von Alanin, Glutaminsaure und Asparaginsiure. Eine semiquan. 
titative Auswertung des Papierchromatogramms ergab, da Glycin etwa 
97% der gesamten Endgruppen bestreitet, Alanin 2° und die beiden 
Aminodicarbonsauren je etwa 0,5%. 

Zur weiteren Sequenzbestimmung wurde ein Kollagenasehydrolysat 
von Prokollagen dreimal nach Edman?’ abgebaut. Nach jedem Abbau- 
schritt wurden einerseits die als Thiohydantoine abgetrennten Amino. 
siiuren identifiziert, andererseits eine quantitative Analyse der noch im 
Peptidverband verbliebenen Aminosiuren durchgefihrt. Die Menge der 
beim Edman-Abbau abgespaltenen Aminosiiuren liBt sich dabei aus den 
Analysen der Restpeptide errechnen. In Tab. 2 sind die Aminosiuren- 


Tab. 2. Quantitative Aminosdureanalysen von Prokollagen und den Restpeptiden 
nach Spaltung mit Kollagenase und schrittweisem Edman-Abbau. 


Aminosaureangaben in Mol pro 100 Mol Aminosauren. 








Prokollagen Restpeptide nach Edman-Abbau PIP 
(Po) 1. Stufe (P,) | 2. Stufe (P,) | 3. Stufe (P5) il Po 
Asp... 4,89 5,45 6,46 8,59 1,115* 
Cee 8,19 8,93 10,10 12,01 1,09* 
Ce 31,80 21,90 27,50 19,90 ~ 0,69 
| eee 10,52 13,10 12,31 11,69 1,245* 
Ser se. 3,56 4,37 4,41 4,61 1,23* 
ck ae 1,88 2,31 2,54 2,66 1,23* 
BOT 6! 6% 0,49 0,38 0,25 — 0,78 
Pal. 3% 1,98 2,64 3,37 3,11 1,33* 
Met... 0,19 0,64 0,56 _ 3,34 
Tleu. . . 1,19 1,36 1,49 1,27 1,14* 
BOE. 5s 2,79 2,97 2,51 2,99 1,06* 
Pe 2 2 5 1,43 1,60 1,54 1,42 1,12* 
RAO) <) 1-5 14,63 16,49 4,50 5,54 1,125* 
Hypro . 8,53 9,86 12,34 14,30 1,155* 
a 0,57 0,58 1,15 2,68 1,02 
Avs. = : 2,58 2,53 1,89 0,74 0,98 
Hylys. . 0,51 — 0,10 — — 
Arg. 202 4,27 4,89 5,98 8,49 1,145* 

















* Zur Mittelwertsbildung herangezogene Faktoren (vgl. Text). 


26 F. Sanger, Biochem. J. 39, 507 [1945]. 
27 P. Edman, Acta chem. scand. 4, 277 [1950]. 
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analysen von Prokollagen und von dessen mit Kollagenase erhaltenem 
Hydrolysat angegeben, nachdem es ein-, zwei- bzw. dreimal mit Pheny]l- 
jsothiocyanat abgebaut worden war (,,Restpeptide“.). 


Man ersieht, daB nach dem ersten Abbauschritt Glycin in erheblich geringe- 
rem MaBe gefunden wird, als vorher, wahrend der relative Anteil der ibrigen Amino- 
siuren im Restpeptid erwartungsgema8 zugenommen hat. Da aber die Amino- 
siurewerte sowohl fiir das Ausgangsprokollagen sowie fiir die nach dem jeweiligen 
Abbauschritt erhaltenen Restpeptide in Mol pro 100 Mol Aminosauren des jeweils 
vorliegenden Gemisches gefunden werden, miissen die Zahlen fiir eine quantitative 
Aussage iiber die Aminosiauren, die beim Edman-Abbau als Endgruppen entfernt 
wurden, erst umgerechnet werden. Die Rechnung kann entweder auf die Abnahme 
der relativen Menge des Glycins oder auf die Zunahme der iibrigen Aminosaduren 
aufgebaut werden. 

Die Menge (x) des beim ersten Abbauschritt abgespaltenen Glycins in Mol pro 
100 Mol Aminosauren kann aus den Glycinwerten des Prokollagens (Gly,) und des 
mit Phenylisothiocyanat einmal abgebauten Kollagenasehydrolysates (Gly,) ermit- 
telt werden, unter der oben weitgehend bestatigten Voraussetzung, daf Glycin 
praktisch als einzige Endgruppe auftritt. Es gilt die Beziehung: 


(Gly) — x) - 100 
100 — x 


Nachdem fir Gly,/Gly, = 0,69 gefunden wurde (Tab. 2, letzte Spalte), er- 
rechnet sich 2 zu 12,6. Das bedeutet, daB auf 100 Aminosauren bzw. 100 Peptid- 
bindungen 12,6 Mol Glycin abgespalten wurden. Da, wie oben gezeigt wurde, das 
Glycin etwa 97%, der Endgruppen reprasentiert, liegt die Menge der insgesamt ge- 
spaltenen Bindungen recht genau bei 13 Mol pro 100 Mol Aminosauren. Daraus 
errechnet sich, daB der relative Anteil der iibrigen, vom Abbau nicht betroffenen 
Aminosaéuren um den Faktor 100/(100 — 13) = 1,15 angestiegen sein muB. 

Den Faktor P,/P, kann man auf etwas breiterer statistischer Basis auch aus 
der relativen Zunahme der vom Abbau nicht betroffenen Aminosauren errechnen. 
Dabei miissen jedoch die Werte fiir Lysin, von dem bereits durch Hirs, Moore und 
Stein?’ bekannt war, daB es beim Edman-Abbau Verluste erleidet, und fiir die in 
sehr geringer Menge in Prokollagen vorkommenden Aminosauren Tyrosin, Methio- 
nin, Histidin und Hydroxylysin, deren quantitative Bestimmung wegen ihrer ge- 
ringen Menge (~ 0,6 Mol/100 Mol Aminosauren) mit gréBeren Fehlerquellen behaf- 
tet sind, auBer Betracht bleiben. Der Mittelwert fiir die ibrigen Aminosauren, die 
in Tab. 2 mit * bezeichnet sind, wird zu 1,165 gefunden, d. h. es werden von Kolla- 
genase in Prokollagen aut 100 Aminosauren 14 Peptidbindungen gelést. 

Die Faktoren fiir den zweiten und dritten Abbauschritt wurden entsprechend 


errechnet: 


Gly, = 


P,/P, = — = 1,39; P,/P, = —" = 1,72. 

In Tab. 3 sind die auf das Ausgangsmaterial umgerechneten Amino- 
siurewerte und die Anderungen aufgefiihrt, welche die einzelnen Amino- 
siuren bei den verschiedenen Abbauschritten erfahren haben. Es ist 
ersichtlich, daB bei der ersten Umsetzung aminoendstiindiges Glycin 
in einer Menge von 13,0 Mol/100 Mol Aminosiuren entfernt wurde. 
Beim zweiten Abbauschritt sind, bezogen auf 100 Mol urspriingliche 
Aminosaure, 10,9 Mol Prolin und 2,4 Mol Alanin, zusammen also 13,3 Mol 


28 ©. H. W. Hirs, 8S. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 235, 633 
[1960]. 
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in guter Ubereinstimmung mit dem Ergebnis des ersten Abbauschrittes 
abgespalten worden. Die beim dritten Abbauschritt abgespaltene Menge 
an Glycin (8,3 Mol) und Alanin (2,1 Mol) erreicht in ihrer Summe (10,4 
Mol) die Menge der bei den ersten beiden Reaktionsschritten erfaB‘en 
Endgruppen nicht ganz. Der Differenzbetrag von 2,5—3 Mol wird offen. 
sichtlich durch die anderen Aminosauren bestritten, die in dritter Position 
nach dem Aminoende neben Glycin und Alanin zusitzlich nachweisbar 
sind (s. u.). Die Mengen der beim ersten und zweiten Abbauschritt ent- 
fernten Aminosauren sind somit aquivalent, nach der dritten Umsetzung 
ist die Ubereinstimmung nicht mehr so gut, jedoch immer noch befriedi- 


gend. 


Tab. 3. Auf das Ausgangsmaterial umgerechnete Aminosaureanalysen der Rest- 

peptide eines Kollagenasehydrolysates von Prokollagen nach schrittweisem Edman- 

Abbau. P,', P,’, P,’ = umgerechnete Werte von P,, P,, P; (Tab. 2); Umrech. 
nungsfaktoren: P,/P) = 1,16, P,/P) = 1,39, P,/P,) = 1,72. 



































Pro- Mol pro 100 Mol Aminosauren 
kollagen | 1. Stufe | 2. Stufe | 3.Stufe | P,/—P,| P,'—P,'| P,’—P,! 
(Po) (Py’) (P3’) (P3') 

Asp 4,89 - 4,69 4,55 4,98 —0,20 —0,14 +0,43 
Glu 8,19 7,68 7,25 6,96 —0,51 —0,43 —0,29 
Gly 31,80 18,80 19,80 11,52 —13,0 +1,00 —8,28 
Ala 10,52 11,25 8,86 6,77 +0,73 —2,39 —2,09 
Ser 3,56 3,76 3,18 2,68 +0,20 —0,58 —0,50 
Thr 1,88 1,99 1,83 1,54 +0,11 —0,16 —0,29 
Tyr 0,49 0,33 0,18 _— —0,16 —0,15 —0,18 
Val 1,98 2,27 2,42 1,80 +0,29 +0,15 —0,62 
Met 0,19 0,55 0,40 _— +0,36 —0,15 —0,40 
Tleu 1,19 1,17 1,07 0,74 —0,02 —0,10 —0,33 
Leu 2,79 2,56 1,81 1,73 —0,23 —0,75 —0,08 
Phe 1,43 1,38 1,11 0,82 —0,05 —0,27 —0,57 
Pro 14,63 14,20 3,24 3,21 —0,43 | —10,90 —0,03 
Hypro| 8,53 8,49 8,87 8,30 —0,04 +0,38 —0,57 
His 0,57 0,50 0,83 1,55 —0,07 +0,33 +0,72 
Lys 2,58 2,18 1,36 0,43 —0,40 —0,82 —0,93 
Hylys 0,51 os 0,07 -— —- = —_ 

Arg 4,27 *4,20 5,00 4,92 —0,07 +0,80 —0,08 





Die Riickspaltung der nach dem zweiten Abbauschritt erhaltenen 
Phenylthiohydantoine ergab, papierchromatographisch nachgewiesen, 
vorwiegend Prolin, in geringerer Menge Alanin und Serin, daneben aber 
noch Spuren der meisten anderen Aminosiuren. Nach dem dritten 
Abbauschritt waren groBe Mengen an Glycin und Alanin, geringere an 
Serin, Threonin, Valin, Leucin, Isoleucin und Phenylalanin sowie Hydro- 
xyprolin nachweisbar. Fiir alle diese Aminosiiuren war in Tab. 3, letzte 





gefunde 
der Fol 
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Spalte, ein mehr cder weniger groBer Verlust errechnet worden. 
Offenbar sind dieselben in dritter Position nach dem Aminoende 
gelegentlich vorhanden. 


Diskussion 

Bei der Einwirkung von Kollagenase auf Prokollagen werden nach 
den Berechnungen unserer Analysenergebnisse auf 100 Aminosiuren 
13—14 Peptidbindungen gespalten, was einer mittleren Kettenlange der 
entstehenden Peptide von etwa 7,5 Aminosiuren entspricht. Nach An- 
gaben von Gallop?®, welcher die Endgruppen des Kollagenasehydroly- 
sates von Prokollagen quantitativ bestimmte, sollen die Peptide des 
Hydrolysates ein mittleres Molekulargewicht von etwa 500 aufweisen, 
was einer Kettenlinge von etwa 5—6 Aminosiuren entsprechen wiirde. 
Als Aminoendgruppe trat im Hydrolysat iibereinstimmend in unseren 
Versuchen und in denen von Gallop!® Glycin auf. In sehr geringer Menge, 
nimlich 3% der endstindigen Aminosiure, fanden wir nach der DNP- 
Methode daneben noch Alanin sowie Asparaginsiure und Glutaminsiure 
beteiligt. Alanin war bereits von Mand1!8 neben Glycin endstiindig nach- 
gewiesen worden. 

Das im Kollagenasehydrolysat von Prokollagen endstiindig gefun- 
dene Glycin bestreitet somit 13 Mol pro 100 Mol der Gesamtaminosiuren 
des Kollagens, d. s. 40,9°%% des gesamten Glycins (Tab. 4). In der nichsten 
Position nach Glycin wurden Prolin (10,9 Mol pro 100 Mol Aminosiuren) 
und Alanin (2,4 Mol) im Verhiltnis 82:18 gefunden. In der Sequenz 


Tab. 4. Anteil der bei den einzelnen Abbauschritten abgespaltenen Aminosaduren 
von den Gesamtaminosauren des Prokollagens. 





























Mol AS % von der gesamten Menge der betreffen- 
pro 100 den Aminosiaure in Prokollagen 
Mol AS Gly | Pro | Ala 
Glycin 
1. Abbauschritt 13,00 40,9 
3. Abbauschritt 8,28 26,0 
Summe 21,28 66,9 
Prolin 
2. Abbauschritt 10,90 74,4 
Alanin 
2. Abbauschritt 2,39 22,6 
3. Abbauschritt 2,09 19,9 
Summe 4,48 42,5 
H-Gly-Pro- 21,8 33,3 74,4 
H-Gly-Pro-Gly- 24,8* 52,1* 56,6* 
H-Gly-Pro-Ala- 6,3* 6,6* 14,3* 19,9* 


* Bei der Berechnung dieser Zahlen wurde angenommen, daB die gesamte in dritter Position 
gefundene Menge Glycin in der Folge Gly-Pro-Gly, die gesamte Menge Alanin in dritter Position in 
der Folge Gly-Pro-Ala vorliegt. 
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Gly-Pro sind somit 2 x 10,9 = 21,8% der gesamten Aminosauren des Kolia. 
gens enthalten. In dritter Position stehen wiederum 8,3 Mol Glycin (64% 
der in Stellung 3 zu erwartenden Aminosiiuren) neben 2,1 Mol Alarin 
(16% der Aminosauren in Steliung 3). Insgesamt erfaBt unsere Analyse 
36,6% der Aminosiuren des Prokollagens. 

Nach diesen Befunden liegt am Aminoende der kollagenasespait- 
baren Bindungen von Prokollagen iiberwiegend die Sequenz H-Gly-Pro- 
Gly- vor neben geringeren Mengen H-Gly-Pro-Ala- und eventuell auch 
H-Gly-Ala-Gly- bzw. H-Gly-Ala-Ala-. (Bei den nachfolgenden Berech- 
nungen wird die Méglichkeit des Auftretens der beiden zuletzt genannten 
Peptidsequenzen vernachlassigt.) In der Folge Gly-Pro-Gly sind 24,9% 
(3 <8,3), in Gly-Pro-Ala 3 x2,1 = 6,3°%, der Gesamtaminosiuren des 
Prokollagens festgelegt. Der Wert fiir H-Gly-Pro-Ala- entspricht 19,9% 
des Gesamtalanins und stimmt mit Angaben von Logan und Mitarbei- 
tern®® iiberein, die dieses Peptid in einer Ausbeute entsprechend 23% des 
vorhandenen Alanins (7,3% der Gesamtaminosiuren) aus Kollagenase- 
hydrolysat von Sehnenkollagen isoliert haben. 66,9°% des gesamten 
Glycins, 74,4°% des gesamten Prolins und 42,5°% des gesamten Alanins 
von Prokollagen wurden in diesen drei Positionen gefunden. Daraus kann 
man schlieBen, daB die bis jetzt noch wenig beachtete Folge -Gly-Pro- 
Gly- einen wesentlichen Anteil der geordneten Bereiche des Kollagens 
ausmacht. 

Uberraschend ist die Tatsache, da die Hauptmenge des Hydroxy- 
prolins weder in Position 2 noch in Position 3 nach den kollagenasespalt- 
baren Bindungen gefunden wurde. Der Einwand, dai Hydroxyprolin 
eventuell beim Edman-Abbau anomal reagieren kénnte, ist auf Grund 
eines einwandfrei verlaufenen Abbauversuches mit synthetischem H- 
Hypro-Gly-OH abzuweisen. Unser Befund scheint zunichst im Gegen- 
satz zu stehen zu dem experimentell einwandfrei fundierten Ergebnis von 
Logan und Mitarbeitern?®, die nach einem Kollagenaseabbau das Peptid 
H-Gly-Pro-Hypro-OH (in einer 23% des gesamten Hydroxyprolins ent- 
sprechenden Ausbeute) isoliert haben, sowie auch mit alteren Versuchen 
von Schroeder? und Kroner”, auf Grund deren man die Existenz der 
Sequenz -Gly-Pro-Hypro- als erwiesen ansehen mu8. Wir kénnen den 
Gegensatz zwischen den Befunden von Logan und den unseren nur 
darauf zuriickfiihren, daB Logan und Mitarbeiter mit Rohkollagenase, 
wir hingegen mit reiner Kollagenase gearbeitet haben. Da die Sequenz 
-Gly-Pro-Hypro- im Kollagen nach den Literaturbefunden zweifellos 
existiert, muB sie nach unseren Befunden offenbar derart in die Peptid- 
kette eingebaut sein, daB reine Kollagenase am Aminoende des Glycins 
nicht angreifen kann. (Das wire beispielsweise dann der Fall, wenn die 
in der Kette vor dem Glycin stehenden Aminosiuren die Voraussetzun- 
gen fiir eine Kollagenasespaltung nicht erfiillen.) 


29 R. E. Schrohenloher, J. D. Ogle u. M. A. Logan, J. biol. Chemistry 
234, 58 [1959]. 





Bad. 


vor 
Gls 
Ge: 
bei 
weil 
tid 
wel 
unc 
Mo! 
wei 
ger 
Hy, 
von 
gut 
-Ghy 


vor] 


Hy] 
kon 
aus 
bare 
fiir | 
anzi 
an | 
sollt 


Stell 
aucl 
deut 
prol 
aus | 
dan 
nehr 
besti 
und 
bere 
stufe 


fiihru 
nisch 
Unte: 


R. H 








Bd. 323 (1961) Aminosauresequenzen des Kollagens, IIT 57 


Die von Logan isolierte Menge an H-Gly-Pro-Hypro-OH erfaBt 20% 
vom Gesamtprolin des Kollagens, wihrend die von uns in den Sequenzen 
Gly-Pro-Gly und Gly-Pro-Ala festgelegten Mengen an Prolin 74,4% des 
Gesamtprolins enthalten. Damit erfassen die Analysen der beiden Ar- 
beitskreise 94° des im Kollagen vorhandenen Prolins. Somit ist der 
weitaus iiberwiegende Teil des in Kollagen enthaltenen Prolins in Pep- 
tiden mit einfachen neutralen Aminosiuren festgelegt. Etwa 60% davon 
werden von -Gly-Pro-Gly- gebildet, je etwa 18—20% von -Gly-Pro-Ala- 
und -Gly-Pro-Hypro-. In kleinerer Menge diirften eventuell noch andere 
Monoaminomonocarbonsiauren an dritter Stelle vorkommen. Méglicher- 
weise handelt es sich bei den apolaren Bereichen des Kollagens um lin- 
gere Folgen der Tripeptide -Gly-Pro-Gly-, -Gly-Pro-Ala- und -Gly-Pro- 
Hypro-, wobei die letztere Sequenz eigentiimlicherweise dem Angriff 
von Kollagenase nicht zugiinglich ist. Es ist aber mindestens ebenso 
gut denkbar, daB -Gly-Pro-Gly- und -Gly-Pro-Ala- einerseits und 
-Gly-Pro-Hypro- andererseits in verschiedenen Bereichen angehauft 
vorkommen. 


In jedem Falle bleibt zu bedenken, da8B in der Bindung -Gly-Pro- 
Hypro- kaum mehr als 40% des gesamten Hydroxyprolins festgelegt sein 
kénnen. Dies ergibt sich einerseits mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit 
aus den von Logan erzielten Ausbeuten, andererseits aus den verfiig- 
baren Mengen an Prolin, von dem, wie oben gezeigt wurde, 74,4% bereits 
fiir andere Bindungen vergeben sind. Mit hoher Wahrscheinlichkeit ist 
anzunehmen, daB ein erheblicher Teil des Hydroxyprolins in Bindungen 
an Basen wie -Lys-Hypro- oder -Arg-Hypro- vorliegt?. Diese Bindungen 
sollten etwa 30% des Hydroxyprolins ausmachen. 


Die Tatsache, daB nur Prolin, nicht aber Hydroxyprolin in zweiter 
Stelle nach den kollagenasespaltbaren Bindungen gefunden wird, ist 
auch fiir die Betrachtung des Stoffwechsels der beiden Iminosiiuren be- 
deutungsvoll. Nach allem, was man iiber die Bindung von Hydroxy- 
prolin beim Aufbau von Kollagen wuBte, hat man angenommen, dab es 
aus bereits in die EiweiBkette eingebautem Prolin®® hervorgeht. Es wire 
dann zu erwarten, da es in der Sequenz die gleichen Positionen einzu- 
nehmen vermag wie Prolin, nimlich Stellung 2, was unsere Ergebnisse nicht 
bestitigen. Diese Frage erscheint durch die SchluBfolgerungen von Green 
und Lowther* in einem anderen Licht, wonach die Hydroxylierung 
bereits an Prolinresten vor sich gehen soll, die in niedrigmolekulare Vor- 
stufen des Kollagens eingebaut sind. 


Herrn Dr. K. Hannig und Frau M. Gammel danken wir fiir die Durch- 
fiihrung der quantitativen Aminosaureanalysen, Frl. Christa Gaul fiir ihre tech- 
nische Mithilfe. Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir die 
Unterstiitzung dieser Arbeit dankbar. 

30 M. R. Stetten u. R. Schoenheimer, J. biol. Chemistry 158, 113 [1944]; 
R. H. Smith u. S. F. Jackson, J. Biophys. biochem. Cytol. 3, 913 [1957]. 

31 N. M. Green u. D. A. Lowther, Biochem. J. 71. 55 [1959]. 
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Beschreibung der Versuche 


Hochgereinigte Kollagenase war uns von Herrn Prof. Dr. P. M. Gallop, 
Yeshiva University, New York, liebenswiirdigerweise zur Verfiigung gestellt wor- 
den, wofiir wir herzlichst danken. Untersuchung auf Peptidasen mit verschiedenen 
Peptidsubstraten®? und auf Trypsin mit N*-Benzoyl-arginin-f-naphthylamid® er. 
gaben Abwesenheit dieser Enzyme (Trypsin < 0,013 Trypsineinheiten/mg, Defini- 
tion nach I. c.3?). 

Das verwendete Prokollagen war aus Kalbshaut nach Orechowitsch und 
Mitarbeitern* hergestellt und zweimal aus 0,5m Citratpuffer, pH3,3 gegen 0,005m 
Na,HPO, umdialysiert worden. Es enthielt 17,40° N. 

Abbau mit Kollagenase: 100 mg Prokollagen wurden in 20 cm? 0,2m Pyri- 
din-Essigséurepuffer, pH 6,3, enthaltend 0,001m Ca-Acetat mit 1 mg Kollagenase 
22 Stdn. bei 37° inkubiert. AnschlieBend wurde 5 Min. auf 70° erwarmt, bei 0° zen- 
trifugiert und der Uberstand gefriergetrocknet. Pufferzusammensetzung: 15 cm? 
Pyridin, 0,3 cm? Kisessig, 160 mg Ca-Acetat im Liter. 

Zur Bestimmung des EiweiBgehaltes wurden gleiche Mengen von salzhaltigem 
Abbaugemisch und L-Leucin getrennt mit 2,5n NaOH bei 90° 2 Stdn. hydrolysiert 
und die Ninhydrinreaktion durchgefiihrt**. Aus den bei 560 my gemessenen Ex- 
tinktionen lieB sich der HiweiBgehalt des enzymatischen Abbaugemisches er- 
rechnen. 

Endgruppenbestimmung nach der DNP-Methode**: Hierzu wurden 
2—4 mg Abbaugemisch verwendet. Zur papierchromatographischen Trennung der 
DNP-Aminosauren diente Pyridin/Isoamylalkohol/Wasser 25:28:21%5. Das Papier 
wurde vorher mit 0,005m Phthalatpuffer, pH 6, getrinkt und getrocknet®*. DNP- 
Asparaginséure und: DNP-Glutaminsaure trennen sich besser an Papier, welches 
mit 0,005m Phthalatpuffer, pH5, behandelt wurde*’. Zur quantitativen Bestim- 
mung wurden die Flecken der DNP-Aminosauren am Chromatogramm ausgeschnit- 
ten, mit 4 cm? Iproz. NaHCO, eluiert und bei 360 my kolorimetriert. In einer 
Parallelprobe wurden I—2 mg Aminosiaure wie oben dinitrophenyliert, chromato- 
graphiert und die Ausbeute bestimmt. Die dabei gefundenen Verluste wurden bei 
der Berechnung der Ausbeute an DNP-Aminosiure aus dem Kollagenaseabbau- 
produkt von Prokollagen beriicksichtigt. 

Edman-Abbau?®’, modifiziert nach Blomback und Yamashina*®; 5 em? 
einer lproz. Proteinlésung in Wasser wurden in einem Zentrifugenglas mit 5 cm® 
Pyridin versetzt, mit verd. NaOH auf px8,5—9 eingestellt (Glaselektrode) und 
0,25 em® Phenylisothiocyanat zugegeben. Nach 2 stdg. Riihren mit Magnetriihrer 
bei konstantem pp (mit verd. NaOH nachstellen) wurden Pyridin und iiberschiis- 
siges Phenylsenfél mit 5mal 2 cm’ Benzol extrahiert und die Umsetzung mit Phe- 
nylsenfél noch einmal wiederholt, um eine quantitative Reaktion zu gewahrleisten. 
Nach Gefriertrocknen wurde in 2 cm® Eisessig, enthaltend 2—3 Tropfen 5,7n HCl, 
gelost und 1 Stde. auf 40° erwarmt. Die gebildeten Thiohydantoine wurden zweimal 
mit Essigester ausgeschiittelt und die waBrige Phase gefriergetrocknet. 

Die gesammelten Essigester-Phasen wurden im Vak. eingeengt und 12 Stdn. 
mit 1 ml 5,7n HCl bei 150° in einem unter Stickstoff abgeschmolzenen Kélbchen 
hydrolysiert. Nach Abziehen der Salzséure wurde der Riickstand in einigen Tropfen 
Wasser aufgenommen und noch einmal eingedampft. Chromatographie in Butanol/ 

Hisessig/Wasser 4:1:5. 


82 A. Riedel, E. Wiinsch u. A. Hart], diese Z. 316, 61 [1959]. 
33 'V. N. Orechowitsch, A. A. Tustanowsky, K. D. Orechowitsch u. 

N. E. Plotnikowa, Biochimia 18, 55 [1948]. 

34 §. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 176, 367 [1948]. 

35 K. Heyns u. W. Koénigsdorf, diese Z. 295, 244 [1953]. 

36 §. Blackburn u. A. G. Lowther, Biochem. J. 48, 126 [1951]. 

3? K. Hannig, persénl. Mitteilung. 

38 B. Blomback u. J. Yamashina, Ark. Kemi 12, 299 [1958]. 
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Aminosaurenanalysen: 3—4 mg EiweiB wurden mit 2 cm 5,7n HCl 
24 Stdn. im zugeschmolzenen K6lbchen unter N,-Atmosphare bei 105° hydrolysiert. 
Das iiber P,O; und KOH im Vak. eingedampfte Hydrolysat wurde an Ionenaus- 
tauscherséulen nach Spackman, Stein und Moore®® aufgetrennt, wobei Farb- 
entwicklung und Registrierung der Extinktionswerte automatisch in einer Anord- 
nung von Hannig*® durchgefiihrt wurden. 

Edman-Abbau von Hydroxyprolyl-glycin: 10,0 mg H-Hypro-Gly- 
OH* wurden wie oben angegeben abgebaut. In der verbliebenen waBrigen Phase 
war saulenchromatographisch nur Glycin nachweisbar. 


Zusammenfassung 


Prokollagen wurde mit gereinigter Kollagenase gespalten und die 
dabei auftretenden Aminoendgruppen sowie die in zweiter und dritter 
Position nachfolgenden Aminosiiuren nach der Dinitrophenyl-Methode 
und durch schrittweisen Abbau mit Phenylisothiocyanat bestimmt. Die 
beim schrittweisen Abbau entfernten Aminosiuren wurden qualitativ 
papierchromatographisch, quantitativ aus der Analyse des zuriickblei- 
benden Peptidgemisches ermittelt. 

Am Aminoende der Kollagenase-Spaltstellen wurde Glycin neben 
sehr geringen Mengen von Alanin, Asparaginsiure und Glutaminsiure 
gefunden. In zweiter Position stehen zu 82% Prolin und zu 18% Alanin, 
in dritter Position wiederum Glycin (64% der gespaltenen Bindungen) 
neben Alanin und geringen Mengen verschiedener anderer Aminosiuren. 
Am Aminoende der kollagenasespaltbaren Stellen liegt somit zur Haupt- 
sache die Sequenz H-Gly-Pro-Gly-, daneben aber noch H-Gly-Pro-Ala- 
vor. In diesen Folgen sind 66,9% des gesamten Glycins, 74,4% des ge- 
samten Prolins und 42,5 % des gesamten Alanins von Kollagen enthalten. 
Zahlt man zu diesen Werten noch die von Logan und Mitarbeitern aus 
Kollagen isolierte Menge an H-Gly-Pro-Hypro-OH dazu, so werden in 
diesen Sequenzen 94% des Gesamtprolins in Kollagen festgelegt. 

Hydroxyprolin findet sich weder an zweiter noch an dritter Stelle 
hinter den kollagenasespaltbaren Bindungen. Dieser Befund wird dis- 
kutiert. 


Summary 


Procollagen has been hydrolysed by purified collagenase. The 
resultant N-terminal amino acids and the neighbouring second and third 
amino acids of the sequence were determined as the dinitropheny] deriva- 
tives and by stepwise degradation with phenylisothiocyanate. The amino 
acids removed by stepwise degradation were determined qualitatively by 
paper chromatography and quantitatively by analysis of the remaining 
peptide mixture. 

. 39 D. H. Spackman, W. H. Stein u. 8. Moore, Analytic. Chem. 80, 1190 
1958]. 
és K. Hannig, Clin. Chim. Acta 4, 51 [1959]. 
* Von Herrn Dr. E. Wiinsch liebenswiirdigerweise zur Verfiigung gestellt. 








60 Aminosauresequenzen des Kollagens, III Bd. 323 (1961) 


Glycine, with very small amounts of alanine, aspartic acid and glut- 
amic acid were found as N-terminal amino acids after hydrolysis by 
collagenase. 82% proline and 18% alanine were found in the second 
position. The chief amino acid in the third position was glycine again 
(64% of the hydrolysed amino acids), with alanine and small amounts of 
various other amino acids. Thus the N-terminal amino acid sequence at 
the position of attack of collagenase is mostly H-Gly-Pro-Gly-, but also 
H-Gly-Pro-Ala-. In these groupings are contained 66.9% of the total 
glycine, 74.4% of the total proline and 42.5% of the total alanine of 
collagen. Jf H-Gly-Pro-Hypro-OH, isolated from collagen by Logan et al., 
is included in these values, then 94% of the total proline of collagen is 
present in these sequences. 

Hydroxyproline was never found in the second or third positions 
next to the point of attack of collagenase. This finding is discussed. 


Prof. Dr. WolfgangGraBmann, Max-Planck-Institut fiir HiweiB- und Leder- 
forschung, Miinchen 15, Schillerstr. 46. 
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Eine enzymatische Isomerisierung von Lycopin und 


6-Carotin * 
Von 
Karl Decker und Hartmut Uehleke** 
Aus dem Chemischen Universititslaboratorium Miinchen, Institut fiir Biochemie 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. November 1960) 


Die neueren Vorstellungen iiber die Biosynthese der Carotinoide 
gehen davon aus, da das C,)-Kohlenstoffgeriist auf einem der Squalen- 
synthese! analogen Weg, also vermuilich iiber Geranyl-geranyl-pyro- 
phosphat, gebildet wird. Zwar wurde das dem Squalen entsprechende 
Lycopersen in der Natur noch nicht gefunden, wohl aber kennt man eine 
Reihe mehr oder minder gesittigter C4-,,Polyene*, die sowohl mit che- 
mischen Methoden? als auch mit Zellmaterial* in gefiirbte Carotinoide 
umgewandelt werden konnten. Insbesondere gelten, wenn auch nicht 
unwidersprochen*®, Tetrahydrophytoen, Phytoen, Phytofluen, ¢-Carotin, 
Tetrahydrolycopin, Lycopin und y-Carotin in dieser Reihenfolge als 
Zwischenstufen eines successiven Dehydrierungsprozesses, der vom pri- 
miiren C49-Kohlenwasserstoff zum f-Carotin fiihrt (sogenannte Porter- 
Lincoln-Serie®). Diese Reaktionsfolge wurde vorwiegend aus genetischen 
Untersuchungen an Tomaten und aus kinetischen Daten erschlossen* *!°, 
Es fehlt indessen nicht an Ergebnissen, die — zumindest in einigen Zell- 
arten — fiir getrennte Synthesewege cyclischer und offener Carotinoide 
sprechen (vgl. 1. c.5). 

Um zu priifen, ob RingschluB noch auf der Stufe des Lycopins oder 
nur bei einem stirker hydrierten Polyen eintreten kann, haben wir ver- 


* Teilweise vorgetragen auf der gemeinsamen Tagung der deutschen, fran- 
zosischen und schweizerischen Biochemiker in Ziirich, 10.—12. Oktober 1960. 

** Gegenwartige Anschrift: Pharmakolog. Institut der Universitat, Tiibingen, 
Wilhelmstr. 76. 

1 F. Lynen, B. W. Agranoff, H. Eggerer, U. Henning u. E. Méslein, 
Angew. Chem. 71, 657 [1959]; K. Bloch, Ciba Foundation Symposium on Bio- 
synthesis of Terpenes and Sterols, 8S. 4, J. u. A. Churchill Ltd., London 1959. 

2 L. Zechmeister u. B. K. Koe, J. Amer. chem. Soc. 76, 2923 [1954]. 

3-H. G. Schlegel, J. Bacteriol. 77, 310 [1959]. 

4 J. A. Jenkins u. G. McKinney, Genetics 38, 107 [1953]; E. A. Shneour 
u. J. Zabin, J. biol. Chemistry 226, 861 [1957]. 

5 T. W. Goodwin, Advances in Enzymol. 21, 295 [1959]. 

6 J. W. Porter u. R. E. Lincoln, Arch. Biochem. Biophysics 27, 390 [1950]. 

7 L. Zechmeister u. F. Haxo, Arch. Biochem. Biophysics 11, 539 [1956]; 
G. Turian, Physiol. Plantarum 10, 673 [1957]. 

8 §. L. Jensen, G. Cohen-Bazire, T. 0. M. Nakayamau. R. Y. Stanier, 
Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 29, 477 [1958]. 

® H. Claes, Z. Naturforsch. 13b, 222 [1958]; 14b, 4 [1959]. 

10 K. C. Grob, IUPAC-KongreB Miinchen 1959, Sektionshauptvortrag. 
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sucht, eine Umwandlung von Lycopin in f-Carotin mit Hilfe der 1’C. 
markierten Verbindung direkt nachzuweisen. Die im folgenden be. 
schriebenen Versuche mit Chloroplasten lassen uns diese Frage bejahen. 
Dariiber hinaus konnte der umgekehrte Vorgang, die Ringéffnung cer 
f-Carotin-Molekel durch Enzyme des Tomatenparenchyms unter bil. 
dung von Lycopin, nachgewiesen werden. Unter diesen Bedingungen 
beobachteten wir auch eine Umwandlung von /-Carotin in Hydroxy. 


carotinoide. 
Methodik 


Markiertes Lycopin wurde aus Acetat-[2-"C] durch Inkubation mit To- 
matenschnitten hergestellt. Die Aktivitat des hochgereinigten, kristallinen Lycopins 
(Schmp. 172°) schwankte bei den einzelnen Praparationen zwischen 13700 und 
16200 Imp.-Min.~!-~Mol-}. 

Markiertes £-Carotin stellten wir her, indem wir Blatter von Geranien 
oder Karotten 60 Stdn. bei Tageslicht in einer waBrigen Lésung von Acetat-[2-C] 
inkubierten. Die Aktivitat des gesammelten kristallisierten $-Carotins (Schmp. 
183°) betrug 7200 Imp: Min.~!-yMol-!. 8-Carotin-[6.6’-4C] mit 33000 Imp.- Min 
-~Mol-! wurde uns von der Firma Hoffmann-La Roche, Basel, zur Verfiigung 
gestellt. 

Aktivitatsbestimmungen der radioaktiven Substanzen wurden mit dem 
fensterlosen MethandurchfluBzahler FH 51 der Firma Frieseke & Hoepfner durch- 
gefiihrt. Lésungen von aktiven Carotinoiden wurden auf Aluminiumschalchen ein- 
gedampft und 10 Min. gezihlt. Die angegebenen Werte (Imp./Min.) sind korri- 
giert um den Untergrund, der in gleicher Weise bestimmt wurde. 

Extraktion und Reinigung der Carotinoide: Die Enzymansatze wur- 
den zentrifugiert, der klare Uberstand abgegossen, der Riickstand zweimal mit 
absol. Methanol verriihrt und wieder abzentrifugiert. Aus dem getrockneten Riick- 
stand lieBen sich nun die Carotinoide leicht mit Aceton/Petrolather (60—75®) 1:1 
extrahieren. Aceton wurde aus den vereinigten Extrakten mit Wasser entfernt, 
hydroxylierte Carotinoide durch Verteilung mit 90proz. Methanol abgetrennt. Die 
Lésung der Pigmente in Petrolather wurde mit 2 Vol. gesaétt. waBr. Kalilauge und 
1 Vol. Methanol/Propanol 1:1 versetzt. Es wurde kurz geschiittelt und nach 20 Min. 
die untere Schicht entfernt, dann etwa das Ausgangsvolumen frischen Petrolathers 
zugesetzt und mit Wasser griindlich ausgewaschen. 

Die Carotinlésung in Petrolather wurde iiber Séulen aus Aluminiumoxyd 
(Woelm, neutral, Aktivitatsstufe I) und wasserfreiem Natriumsulfat (1:1 g/g) in 
die einzelnen neutralen Carotine aufgetrennt. 6-Carotin wurde mit 2° Aceton in 
Petrolather entwickelt, Lycopin mit 30% Aceton in Petrolither. Nach dem Aus- 
waschen des Acetons wurden die beiden Fraktionen erneut wie oben verseift und 
getrennt rechromatographiert. Bereits beim Einengen der entsprechenden Fraktio- 
nen kristallisierten 6-Carotin und Lycopin aus; durch Zusatz von Ather wurde 
die Ausfallung vervollstandigt. Die Aktivitat eines aliquoten Teiles wurde gemessen. 
Nach erneuter Chromatographie der Farbstoffe wurde wieder kristallisiert. Die 
spezifische Aktivitét anderte sich auch nach weiteren Reinigungen nicht mehr und 
der Schmelzpunkt blieb konstant. Zur Chromatographie wurde teilweise etwas 
inaktives B-Carotin bzw. Lycopin zugesetzt, um die weitere Reinigung, besonders 
die Kristallisation, zu erleichtern. 

Zur Isolierung der Hydroxycarotinoide wurde die Hypophase (90proz. 
Methanol) mit gleichem Volumen Petrolather und 3 Vol. Wasser versetzt und ge- 
schiittelt. Carotinole befinden sich jetzt im Petrolather, der mit Wasser griindlich 
gewaschen wurde. Nach kalter Verseifung wurde die Lésung in Petrolather iiber 
Saulen aus Magnesiumoxyd oder Calciumcarbonat gereinigt, die unter Zusatz von 
Ather oder Alkohol eluiert wurden. Zur Identifizierung wurden Absorptionsspek- 
tren aufgenommen (Maxima in Hexan: fiir Lycophyll 546, 506 und 472 my, fiir 
Lutein 508, 475, 445 my). 
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Herstellung von kolloidalen Lésungen der Carotinoide: Etwa 2 mg 
B-Carotin bzw. Lycopin wurden in 2 mi Pentan oder Tetrahydrofuran (frisch de- 
stilliert) unter Stickstoff gelést und langsam in 20 ml 0,01m Phosphatpuffer, 
pu7,4, der 0,05% Tween 40 enthielt, unter kraftigem Riihren eingetropft. Dabei 
wurde langsam auf 50° erwarmt und noch 2 Stdn. geriihrt. Reste des Lésungsmit- 
tels wurden dann im Vak. entfernt. Die Lésung zeigt leichte Opaleszenz und ausge- 
pragten Tyndalleffekt. Grébere Partikeln wurden durch Zentrifugieren bei 12000 xg 
(30 Min.) entfernt. 

Chloroplasten: 20 g Blatter von Riiben (Beta vulgaris) oder Karotten wur- 
den mit 30 g Seesand und 25 mi einer gepufferten Zucker!ésung (0,3m Saccharose, 
0,1m Kaliumphosphat-Puffer, p47,1, und 0,001 mMgSO,) bei 0° kraftig im Mérser 
zerrieben und durch ein doppeltes Leinentuch abgepreBt. Das Filtrat lieBen wir in 
einer hohen Mensur absitzen, zentrifugierten die Chloroplasten ab und wuschen ein- 
mal mit Zuckerlésung. 

Homogenate von Tomatenparenchym: In Anlehnung an Versuche von 
Shneour und Zabin#! wurden reifende, bereits rote Tomaten im Kihlraum gut 
gereinigt. Dann wurde die Schale entfernt; die Tomaten wurden in Viertel geschnit- 
ten und sofort nach Entfernen der Kerne in Homogenisiermedium gelegt. Dies 
bestand aus 0,2m Tris-HCl-Puffer, pq8,30, 0,02m Nicotinsiureamid und 0,002m 
Na,-Athylendiamintetraacetat. 20 g Tomatenparenchym wurden mit 10 ml Mecium 
in einem sehr losen Glashomogenisator langsam zerrieben; End-pq7,4. 

Chromsaureoxydation: Einige Milligramm markierter Carotinoide wur- 
den mit 100 mg krist. Chromtrioxyd, 200 mg Kaliumdichromat, 3,0 mi Wasser und 
0,25 ml 84proz. Phosphorséure 2 Stdn. auf dem Wasserbad unter RiickfluB erhitzt, 
wobei kohlensaurefreie Luft durchgeleitet wurde. Gebildetes CO, wurde in zwei 
Waschflaschen mit 20proz. Kalilauge absorbiert, mit Bariumchlorid in wblicher 
Weise gefallt und als Bariumcarbonat gezahlt. Nach Beendigung der Oxydation 
setzte man 2 m/ Wasser und 0,1 m/ Phosphorsaure zu und destillierte den Ansatz im 
Luftstrom unter viermaliger Zugabe von je 2,5 ml Wasser. Etwa 12 ml Destillat 
wurden aufgefangen, mit einigen Tropfen 0,1n NaOH neutralisiert und auf Radio- 
aktivitat gepriift. 

Optische Bestimmungen haben wir mit den Spektralphotometern von 
Zeiss (PMQ II) und Beckman (DU) durchgefiihrt, Spektren mit dem automatischen 
DK, von Beckman gemessen. Den Konzentrationsbestimmungen von Carotinoiden 
wurden folgende Werte zugrunde gelegt: 

fiir B-Carotin bei 450 mp [E],°1% — 260 (Hexan), 


10mm 


fiir Lycopin bei 469 mp [£],01/¢, = 350 (Benzin). 


Ergebnisse 


Aus Griinden, die spiter diskutiert werden, durfte bei den Isomeri- 
sierungsversuchen nur eine geringe Umbauquote erwartet werden. Des- 
halb kam der quantitativen Trennung von Lycopin und £-Caro- 
tin groéBte Bedeutung zu. Um die Wirksamkeit unserer Trennmethoden 
zu priifen, wurden Mischungen von inaktivem Lycopin und f-Carotin- 
['4C] einerseits und Lycopin-[!4C] und unmarkiertem #-Carotin anderer- 
seits wie die Extrakte der Versuchsansitze aufgearbeitet. Eine Mischung 
von 1,21 mg f-Carotin-[4C] mit 40000 Imp./Min. und 0,752 mg inakti- 
vem Lycopin in Petrolither enthielt nach Verteilung und Verseifung noch 


— E. A. Shneour u. J. Zabin, J. biol. Chemistry 284, 770 [1959]. 
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12M. Merkenschlager, K. Schlossmann u. W. Kurz, Biochem. Z. 329, 332 [1957]. 
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37800 Imp./Min. in der Epiphase. Nach chromatographischer Reinigung 
waren in der Lycopinfraktion 86 Imp./Min., nach erneuter Verseifung 
und Chromatographie noch 26 Imp./Min. — 0,397 mg Lycopin-[!4C] mit 
12000 Imp./Min. und 0,172 mg 6-Carotin gemischt ergaben 10960 Imp./ 
Min. in der Epiphase, 146 Imp./Min. nach der ersten Chromatographie, 
19 Imp./Min. nach der zweiten und nur 1—2 Imp./Min. nach Kristallisa- 
tion des 6-Carotins. Es laBt sich also eine vollstindige Trennung der bei- 
den Kohlenwasserstoffe erzielen. Dies wird auch durch die weiter unten 
angefiihrten Kontrollversuche mit erhitzten Enzymextrakten bestiitigt. 

Um eine Umwandlung von Lycopin in £-Carotin nachzu- 
weisen, wurden Chloroplasten aus Riiben- und Karottenblittern sowie 
zellfreie Extrakte von Rhodotorula rubra mit Lycopin-[!4C] inkubiert 
(Tab. 1). In den Versuchen mit Chloroplasten wurde eine geringe, aber 
signifikante Menge des Isotops im £-Carotin gefunden, deren spezifische 
Aktivitiit bei der Rekristallisation konstant blieb. Erhitzte Chloro- 
plastensuspensionen waren ebenso inaktiv wie zellfreie Extrakte der p- 
carotinbildenden roten Hefen. Da diese Extrakte aber weder Acetat noch 
Mevalonat oder 5-Phosphomevalonat in Carotine iibe rfii ren kénnen, 
besagt dieses negative Ergebnis nichts iiber eine mégliche Rolle des Lyco- 
pins bei der Carotinoid-Synthese in Rhodotorula rubra. 

Dagegen scheinen Chloroplasten nicht in der Lage zu sein, den in- 
versen Vorgang, die Bildung von Lycopin aus #-Carotin, durch- 
zufiihren (Tab. 2). Dieses Ergebnis gewinnt besonderes Interesse im Hin- 


Tab. 2. Keine Lycopinbildung aus £-Carotin durch Chloroplasten. 


Ansatz: Chloroplasten aus 15 g Blattern (in A aus Beta vulgaris, in B aus Karotten) 

zu 15 ml mit 0,01m Phosphatpuffer, pH7,4, suspendiert; 5,0 mi einer bei 20000 xg 

(20 Min.) zentrifugierten kolloidalen Lésung von f-Carotin-[6.6’-4C] (0,643 mg ins- 

gesamt). Nach der Inkubation wurden die Chloroplasten abzentrifugiert und ex- 

trahiert. Vor der 1. Chromatographie wurden bei A 0,82 mg, bei B 0,96 mg inaktives 
Lycopin zugesetzt. 12 Stdn. bei 22° unter Belichtung inkubiert. 























Ansatz an B 
Imp./Min. £-Carotin eingesetzt . . . 21200 21200 
Epiphase nach Verteilung .... . 4200 3400 
Imp. Imp. 
Lycopinfraktion nach: Ges.-Akt. | -Min.—! |Ges.-Akt. | -Min.—+ 
mg ‘mgt 
1, Chromatographie. ....... 126 162 90 114 
2. Chromatographie. ....... 46 60 34 42 
1. Kristallisation ......2... 28 42 24 30 
2. Kristallisation ......4... 16 26 12 28 








or 
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blick auf iiberraschende Beobachtungen, die wir beim Studium des L) co. 
pin-Stoffwechsels in Tomaten machten. Parenchym oder Homogerate 
dieser Friichte sind sehr wohl faihig, $-Carotin in Lycopin umzuwandeln, 
In Tab. 3 sind solche Versuche wiedergegeben. 


Tab. 3. Lycopinbildung aus /-Carotin durch Tomatenparenchym. 


Ansatz I: 12 g etwa 3 mm dicke Tomatenschalen wurden in ,,AufschluBmedium* 

(s. Methodik) suspendiert und mit der kolloidalen Lésung von 2,0 mg £-Carctin. 

[6.6’-14C] (33000 Imp.- Min.—!-mg~!) versetzt; Vol. 20 ml. 16 Stdn. bei 20° inkubiert, 
Ansatz IT: wie I, doch 1,94 mg £-Carotin-[6.6’-!4C] 10 Stdn. bei 20° inkubiert. 

















Ansatz I II 
Imp./Min. eingesetzt ..... oe 66000 64000 
Epiphase nach Verteilung .... . 52800 ; 50200 
Imp. Imp. 
Lycopinfraktion nach: Ges.-Akt. | -Min.—1 |Ges.-Akt. | -Min.— 
; ‘mg! ‘mg! 
1. Chromatographié. .. ..... 760 840 
erneuter Verseifung und 
Chromatographie... ..... 520 724 415 660 
1. Kristallisation ......... 450 590 370 560 
2. Kristallisation ......... 436 590 360 580 














Tab. 4 zeigt, daB das die Umwandlung von f-Carotin in Lycopin 
katalysierende System an die Gegenwart der Partikeln gebunden ist und 
durch Erhitzen inaktiviert werden kann. Der enzymatische Charakter 
der Lycopinbildung aus #-Carotin wird noch durch die in Abb. 1—3 dar- 
gestellten Versuchsergebnisse unterstrichen, welche die Abhingigkeit der 
Reaktionsgeschwindigkeit von der Menge Enzymmaterial, die Kinetik 
der Umwandlung und die Substratabhingigkeit dieser Reaktion wieder- 
geben. Abb. 3 zeigt den typischen Verlauf einer Enzymsittigungskurve; 
die Ableitung eines Ky-Wertes aus diesen Daten scheint aus verschie- 


300 
- 200 








——— 





4 Y Abb. 1. Zeitlicher Verlauf der Isomerisie- 
>= rung von /-Carotin zu Lycopin. Ansitze: 
= 10 m/l Homogenat von Tomatenparen- 
= 100 chym, 0,455 mg _ -Carotin-[6.6’-“C] 


(15000 Imp./Min.), mit Wasser auf 
15,0 ml erganzt, unter Luft bei 24° 
geschiittelt, gedampftes Tageslicht. 
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denen Griinden problematisch ; besonders jedoch, weil iiber den enzy ma. 
tisch tatsichlich verwertbaren Anteil des Substrats in unseren ,,Lésun. 
gen‘ keine auch nur annihernde Aussage gemacht werden kann (s. u.), 
Bei der Aufarbeitung der Versuchsansiitze zeigte es sich, daB auBer der 
f-Carotin- und Lycopinfraktion auch die sauerstoffhaltigen Caro. 
tinoide in der Hypophase Radioaktivitit besaBen. Das vorwiegend in 
Tomaten vorhandene Carotinol Lycophyll (3.3’-Dihydroxy-lycopin) 
wurde durch Siulenchromatographie isoliert. Aus 40000 bzw. 60000 Imp,/ 
Min. £-Carotin-[6.6’-4C] gingen 250 (270) Imp./Min. in das Lycopiyll 
iiber. Daneben lieB sich auch aktives Lutein (3.3’-Dihydroxy-x-carotin) 
nachweisen. 
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Abb. 2. Abhangigkeit der Isomerisierung von der Menge Tomatenhomogenat. 
Ansitze: Homogenat von Tomatenparenchym, 0,365 mg £-Carotin-[6.6’-"“C] 
(12000 Imp./Min.) mit ,,AufschluBmedium auf 21,0 m/ aufgefillt. Unter Luft 
8 Stdn. bei 24° geschiittelt. Gedimpftes Tageslicht. 
Abb. 3. Abhangigkeit der Lycopinbildung von der zugesetzten f-Carotinmenge. 
Ansiatze: 10,0 ml Homogenat von Tomatenparenchym, zentrifugierte (s. Methodik) 
,,Lésung‘ von B-Carotin-[6.6’-4C] (8150 Imp.: Min.~!-mg~?) auf 15,0 ml mit ,,Auf- 
schluBmedium™ aufgefiillt. (Beim Einsatz von 60000 Imp./Min. betrug das Volumen 
18,0 ml) 16 Stdn. bei 25° unter Luft geschiittelt, gedimpftes Tageslicht. Abszisse: 
Aktivitét A des eingesetzten /-Carotins. Ordinate: Aktivitiét des gefundenen 
Lycopins. 


Die bisher angefiihrten Experimente stellen noch keinen eindeutigen 
Beweis fiir eine Isomerisierung, also fiir eine direkte Umwandlung 
von Lycopin und f-Carotin dar. MuB doch mit der Méglichkeit gerechnet 
werden, daB ein Teil des angebotenen Substrats zuerst zu kleineren 
Bruchstiicken abgebaut und aus diesen dann eine Neusynthese des ge- 
suchten Carotinoids auf einem Wege erfolgt, der nicht unbedingt iiber 
das zugesetzte Substrat fiihren mu. Nach unseren Kenntnissen iiber 
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Abbau und Synthese der Carotinoide kommen als gemeinsame Zwischen- 

rodukte von Ana- und Katabolismus dieser Kohlenwasserstoffe nur 
niedrigmolekulare Stoffe in Frage, die zumindest (im Sinne der Synthese) 
vor der Mevalonsiure, wahrscheinlich aber im Bereich der Essigsiure 
legen. Unter bestimmten Voraussetzungen®*!* kénnte Kohlenstoff auch 
iber Kohlensiure (z. B. durch Carboxylierung von /-Methyl-crotonyl- 
(oenzym A) aus einem Carotinoid in ein anderes iibertreten. Deshalb 
haben wir zunichst gepriift, ob unter unseren Versuchsbedingungen aus 
markiertem 6-Carotin radioaktives CO, entsteht. 


15 g Tomatenschalen mit Parenchym wurden mit der kolloidalen 
Lisung von 5,37 mg (170000 Imp./Min.) £-Carotin-[6.6’-4C] bei 21° 
unter gelindem Schiitteln inkubiert und mit kohlensiurefreier Luft 
durchstrémt. Die entweichenden Gase wurden durch zwei Waschflaschen 
nit 15proz. Kalilauge geleitet und vorhandenes Carbonat nach Zusatz 
von Traiger als BaCO, gefillt und gemessen. Auch nach mehreren Tagen 
war kein radioaktives CO, nachzuweisen. 


Schied demnach Kohlensiure als Zwischentriger markierten Koh- 
lenstoffs aus, so konnten Verdiinnungsversuche Antwort auf die Frage 
geben, ob eine auf dem Syntheseweg zwischen Acetat und Mevalonat 
liegende Verbindung als Zwischenglied eines Ubergangs von “C zwischen 
Lyeopin und £-Carotin auftritt. Da sowohl Chloroplasten als auch To- 
matenhomogenate aus Acetat oder Mevalonat f-Carotin bzw. Lycopin' 
bilden, konnte eine solche Méglichkeit nicht von vornherein ausgeschlos- 
sen werden. Wir fiihrten deshalb die Inkubation von markiertem Lycopin 
mit Chloroplasten bzw. f-Carotin-[4C] mit Tomatenhomogenat in Ge- 
genwart nichtmarkierten Acetats oder Mevalonats aus. In keinem Falle 
konnte jedoch eine Verminderung des Isotopeniiberganges beobachtet 
werden (Tab. 5). 


Tab. 5. Verdiinnungsversuche mit méglichen Zwischenprodukten. 


a) B-Carotinbildung. Ansatze: Chloroplasten aus 12 g Karottenblattern, in 

(,01m Phosphatpuffer, pH7,4, suspendiert; 0,75 mg markiertes Lycopin (21750 

Imp./Min.); Vol. 18 ml. 10 Stdn. bei 20° unter Belichtung und Beliiftung inkubiert. 

b) Lycopinbildung. Ansatze: 15 ml Tomatenhomogenat, 1,43 mg /-Carotin- 

(6.6’-44C] (47200 Imp./Min.); Vol. 24 ml. Bei 24° unter Beliiftung und Belichtung 
14 Stdn. inkubiert. 


a b 
Imp./Min. $-Carotin Imp./Min. Lycopin 





inaktiver Zusatz 











— 360 326 
500 uMol Acetat 346 302 
200 uMol Mevalonat 406 364 


13 T. W. Goodwin in G. E. W. Wolstenholme u. M. O’Connor, Bio- 
synthesis of Terpenes and Sterols, J. u. A. Churchill Ltd., London 1958. 

14 F, Lynen, J. Knappe, E. Lorch, G. Jiitting u. E. Ringelmann, 
Angew. Chem. 71, 481 [1959]. 
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Eine Bildung von Lycopin durch Resynthese aus niedrigmolekularen 
Abbauprodukten des £-Carotins wire mit einer neuen Verteilung des 
aktiven Kohlenstoffs im C,-Geriist verbunden. Geht man dabei von 
B-Carotin-[6.6’-4C] aus und unterwirft das gebildete Lycopin der Chiom. 
siiureoxydation, so miiBte sowohl in der Essigsiiure, die den C-Atomen 
5, 5’, 9, 9’, 13, 13’ und den mit diesen verbundenen Methylgruppen ent. 
stammt, als auch im CO,, das aus den C-Atomen 7, 7’, 8, 8’, 10, 10’, 11, 
11’, 12, 12’, 14, 14’, 15 und 15’ gebildet wird, Radioaktivitiat nachweis. 
bar sein. 


Um einen Anhaltspunkt iiber die Ausbeuten bei der Chromsiiure. 
oxydation zu erhalten, wurden zuniichst 1,64 mg eines aus Acetat. 
[2-4C] mit Tomatenpriparationen gewonnenen Lycopins mit 16700 
Imp./Min. oxydiert. Wenn diesem Molekiil die in Abb. 4 wiedergegebene 
16700 

BY “6 





Isotopenverteilung zukommt, sollte die Ox ydations-Essigsaure 
16700 a 


= 4180, das CO, —° 8 = 5570 Imp./Min. aufweisen. Gefunden wur. 


den in der Essigsiure 1360 (= 33°) und in der Kohlensaure 4340 Imp. 
Min. (= 78%). In einem weiteren Experiment wurde £-Carotin aus Ace. 
tat-[2-4C] biosynthetisiert ; es sollte ebenfalls die in Abb. 4 angegebene 
Isotopenverteilung aufweisen, also uniform in den ,,Methyl*‘‘-Positionen 
markiert sein. Nach Inkubation dieses /-Carotins mit Tomatenparen. 
chym wurde das Lycopin isoliert (730 Imp./Min.) und der Chromsiiure- 





Lycopin 


p-Carotin 





Abb. 4. Strukturformel von Lycopin und f-Carotin. Die durch Punkte hervor- 
gehobenen C-Atome sollten der Methylgruppe der Essigsiure entstammen und in 
unseren biosynthetischen Praparaten Radioaktivitét enthalten. 











Bd. 


OX) 
das 
Ko 


das 
Chr 
Akt 
dio: 


lens 
steh 


halt 
da ¢ 
die 

= 
nur 
Lye 
dare 
tins 
siiur 
800 

beid 
copi 


geeis 
pers 
tung 
Teil 

Der 

tem 

1200 
die | 
Akti 
zenti 
Ergii 
bei 2 
enth 
such 
zenti 
etwa 
gierti 





1961) 


laren 
x des 

von 
10m- 
> men 
| ent. 
a | 


Weis. 


lure. 
etat- 
6 700) 
bene 
() 
+6 


wur- 


mp. 
Ace- 
bene 
onen 
iren- 
jure- 





vor: 
d in 





Bd. 323 (1961) | Enzymatische Isomerisierung von Lycopin und #-Carotin vA 


oxydation unterworfen. Fiir die Essigsiure errechnet man hier 183, fiir 
das CO, 243 Imp./Min. ; wir fanden in der Essigsiiure 95 (= 52%), in der 
Kohlensiure 184 Imp./Min. (= 76%) (vgl. dazu 1. c.15). 

Daraufhin oxydierten wir 1,124 mg Lycopin mit 2840 Imp./Min., 
das aus $-Carotin-[6.6’-44C] durch Tomaten gebildet worden war, mit 
Chromsiure. Die daraus entstandene Essigsiure enthielt praktisch keine 
Aktivitat (4—6 Imp./Min.), in dem bei der Oxydation gebildeten Kohlen- 
dioxyd lieB sich kein “C nachweisen. 

Unter der Annahme villiger Gleichverteilung des markierten Koh- 
lenstoffs tiber diese Lycopinmolekeln sollte die bei der Oxydation ent- 
9 
se -12 = 852, das CO, etwa 1000 Imp./Min. ent- 
halten. Nun ist diese Voraussetzung sicherlich nicht véllig zutreffend, 
da das C-6 bzw. C-6’ des 6-Carotins vermutlich nicht in gleicher Weise in 
die ,,Methyl‘‘- und die ,,Carboxyl‘‘-Positionen eintrate; auch wiirden 
— bei einer Synthese des Lycopins iiber [sopentenyl-pyrophosphat — 
nur ?/; des Carboxyl-C, dagegen 100°% des Methyl-C der Essigsiure in die 
Lycopinmolekel eingehen. Die erwihnten orientierenden Versuche lassen 
darauf schlieBen, daB, im Falle eines intermediiren Abbaus des $-Caro- 
tins auf die Acetatstufe, das resynthetisierte Lycopin nach der Chrom- 
siureoxydation etwa 200—250 Imp./Min. als Essigsiure und etwa 700 bis 
800 Imp./Min. als Kohlensaure liefern miiBte. Die gefundene Inaktivitit 
beider Fraktionen spricht also klar fiir einen Ubergang £-Carotin > Ly- 
copin unter Erhalt der Kohlenstoffkette. 


Da es nicht gelingt, die Carotinoide in einem fiir Enzymreaktionen 
geeigneten Medium in echte Lésung zu bringen, ist der erreichbare Dis- 
persionsgrad der C4 -Substrate fiir den Umsatz von erheblicher Bedeu- 
tung. Zweifellos ist auch noch unter giinstigsten Bedingungen der gréBte 
Teil der kolloidal gelésten Kohlenwasserstoffe enzymatisch unwirksam. 
Der folgende Versuch macht das deutlich: Eine ,,Lésung‘‘ von markier- 
tem #-Carotin — hergestellt wie beschrieben — wurde 30 Min. bei 
12000 x g zentrifugiert; der abgeheberte Uberstand enthielt nur noch 
die Halfte der Aktivitaét der Ausgangsfliissigkeit. Nun wurden gleiche 
Aktivititen (10000 Imp./Min.) der nicht zentrifugierten (A) und der 
zentrifugierten ,,L6sung“ (B) jeweils mit 10 m/ Tomatenhomogenat nach 
Erginzung mit Homogenisiermedium zu 15 m/ Gesamtvolumen 14 Stdn. 
bei 23° inkubiert und anschlieBend das Lycopin kristallin gewonnen. Es 
enthielt im Ansatz (A) 334, in (B) 520 Imp./Min.; in einem Parallelver- 
such wurden nach (A) 211 und nach (B) 576 Imp./Min. isoliert. Von der 
zentrifugierten ,,L6sung‘‘ wurde also unter sonst gleichen Bedingungen 
etwa doppelt soviel 6-Carotin umgewandelt als von der nichtzentrifu- 
gierten. Dies deutet darauf hin, daB dem Dispersionsgrad eine wesent- 





stehende Essigsiiure 


15 F, J. Lotspeich, R. F. Krause, V. G. Lilly u. H. L. Barnett, J. biol. 
Chemistry 284, 3109 [1959]. 
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liche — wahrscheinlich limitierende — Funktion bei derartigen Ver. 
suchen zukommt. 
Diskussion 

Es ist kaum zu bezweifeln, daB der Grundgedanke der Porter. 
Lincoln-Hypothese, die stufenweise Dehydrierung des primar gebil:e. 
ten C4 -Kohlenwasserstoffs zu den gefirbten Carotinoiden, allgemeine 
Giiltigkeit beanspruchen darf (vgl. 1. c.1°). Widersprechende Befunde®!®, 
die sich auf den Zwischenprodukt-Charakter einzelner Verbindungen be. 
ziehen, legen jedoch die Vermutung nahe, da artspezifische Unter. 
schiede hinsichtlich des Ablaufs der Einzelreaktionen bestehen; auch ist 
die Méglichkeit nicht von der Hand zu weisen, dab einige der gefundenen 
Polyene Produkte von Seitenreaktionen sind und nicht in allen Fallen 
auf dem direkten Syntheseweg der Carotinoide liegen. So weisen insbe- 
sondere Versuche zur Diphenylamin-Hemmung der Carotinsynthese® auf 
Unterschiede hin zwischen Organismen, die nur offenkettige Carotinoide 
bilden (z. B. Rhodospirillum rubrum) und solchen, die iiberwiegend cycli- 
sche Pigmente synthetisieren (z. B. Phycomyces blakesleeanus). Daneben 
erschwert die immer noch bestehende Unsicherheit iiber die Konstitution 
der Polyene die Interpretation vieler Ergebnisse ; nur im Falle des Tetra- 
hydrolycopins (Neurosporin) ist die Strukturformel durch Synthese ge- 
sichert}’. ; 

Die Kenntnis derjenigen Stellen auf dem Weg zum f-Carotin, an 
denen RingschluB stattfindet, kann wesentlich zur Beurteilung méglicher 
Reaktionsfolgen beitragen. Waihrend Goodwin® eine Cyclisierung be- 
reits auf der Stufe des Phytoens in Erwigung zieht, lassen Versuche von 
Jensen®, Grob?®!®, Claes® und anderen vermuten, daB Phytoen bzw. 
Phytofluen zunachst dehydriert werden und erst auf spiterer Stufe, 
etwa beim Lycopin oder y-Carotin, Ringschlu8 erfolgt. 

Lycopin ist nicht nur das vorherrschende Carotinoid der Tomate 
oder gewisser Bliiten, es lieB sich auch in zahlreichen $-Carotin und 
Hydroxycarotine bildenden Zellen, wenn auch meist nur in geringen 
Mengen, nachweisen®!*-*!; die friiher vertretene Ansicht, daB viele Or- 
ganismen nur entweder Lycopin oder $-Carotin produzieren kénnten, ist 
nicht mehr aufrecht zu erhalten und schlieBt Lycopin nicht als Zwischen- 
stufe der Carotinsynthese aus. 

Unsere Versuche haben den Beweis erbracht, daB Chloroplasten von 
Riiben- oder Karottenblaittern Lycopin in £-Carotin ohne intermediiren 
Abbau des C,)-Geriists umwandeln kénnen. Fiir die Stellung des Lycopins 


16 L. F. Krzeminski u. F. W. Quackenbush, Arch. Biochem. Biophysics 
88, 287 [1960]. 

17 ©. H. Eugster, E. Linner, A. H. Trivedi u. P. Karrer, Helv. chim. 
Acta 39, 690 [1956]. 

18 K. C. Grob, Chimia [Ziirich] 7, 90 [1953]. 

19 E. C. Grob, Chimia [Ziirich] 12, 86 [1958]. 

20 M. Zalokar, Arch. Biochem. Biophysics 70, 561 [1957]; T. W. Goodwin, 
Biochem. J. 50, 550 [1952]. 
21 W. H. Schopfer, E. C. Grob u. G. Besson, Arch. des Sci. 5, 5 [19521. 
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in der Reaktionsfolge vom primiren Kohlenwasserstoff zum #-Carotin 
in diesen Zellen stehen folgende Méglichkeiten zur Diskussion: 


1. Lycopin ist eine echte Vorstufe des 6-Carotins, 

2. Lycopin liegt im NebenschluB und steht iiber eine reversible Re- 
aktion mit einem Zwischenprodukt der Synthese im Gleich- 
gewicht, 

3. die normale Synthese verzweigt sich bereits bei einer Vorstufe 
und die beobachtete Isomerisierung ist eine Nebenreaktion. 


Wir geben der ersten Méglichkeit den Vorzug. Annahme eines Neben- 
schlusses setzt entweder eine Substanz gleichen Oxydationsgrades, die in 
der Natur nicht gefunden wurde, oder eine Hydrierungsreaktion voraus. 
Letztere ist unter unseren Versuchsbedingungen nicht wahrscheinlich ; 
ob sie biologisch iiberhaupt méglich ist, kann mit Recht bezweifelt wer- 
den, da sie nie beobachtet wurde. Auch waren in unseren Ansitzen zur 
Isomerisierung stirker hydrierte Polyene niemals radioaktiv. 

Nach den Untersuchungen von Beekmann”, Claes®, Grob! 
u. a. benétigt die Bildung gefairbter Carotine aus stiirker hydrierten Vor- 
stufen entweder Lichtenergie oder Sauerstoff, hiufig beides zugleich. Die 
von uns studierte Isomerisierung von Lycopin und f-Carotin ist dagegen 
licht- und O,-unabhiingig. Inkubation im Dunkeln und unter Stickstoff 
fiihrte zu denselben Resultaten, wie sie bei den iiblichen Ansitzen in 
diffusem Tageslicht und bei Luftzutritt erhalten wurden. 

Unsere Versuche lassen natiirlich nicht entscheiden, ob die Bildung 
von $-Carotin ausschlieBlich iiber Lycopin liuft, oder ob Cyclysierung 
auch auf einer stiirker hydrierten Vorstufe eintreten kann. 

Sieht man im Lycopin eine direkte Vorstufe des #-Carotins in griinen 
Pflanzen, dann erhebt sich die Frage, ob die Bildung des Iononringes an 
beiden Enden des Lycopins gleichzeitig oder in zwei getrennten Reaktions- 
schritten erfolgt. In letzterem Falle diirfte y-Carotin Zwischenstufe sein. 
Dieser monocyclische Kohlenwasserstoff wird in meist geringen Mengen 
als Begleiter des 8-Carotins gefunden!® 2°. In unseren Versuchen konnte 
markiertes y-Carotin nicht mit Sicherheit nachgewiesen werden, so dab 
diese Frage noch offen bleiben muB. 

Die Fahigkeit von Tomatenparenchym, £-Carotin in Lycopin umzu- 
wandeln, ist iiberraschend; bisherige Untersuchungen bieten fiir eine 
solche Annahme keine Anhaltspunkte. Ein Gleichgewicht kann sich 
zwischen Lycopin und #-Carotin nicht einstellen; dagegen sprechen 
thermodynamische Uberlegungen, besonders jedoch die Unfahigkeit von 
Chloroplasten, Lycopin aus £-Carotin zu bilden. Da man in Tomaten ein 
Uberwiegen von Lycopin gegeniiber -Carotin, in griinen Blittern und 
Mikroorganismen jedoch nur Spuren von Lycopin neben viel $-Carotin 
findet, ist zu vermuten, daB bei der Tomate das Lycopin, in griinen 


22H. Beekmann, Naturwissenschaften 40, 486 [1953]. 
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Blattern und £-Carotin-bildenden Mikroorganismen aber das £-Carotin 
leichter von der Enzymstruktur abgelést werden kann. 

Man muB jedoch auch die Méglichkeit diskutieren, daB die Lycopin- 
synthese in Tomaten iiber $-Carotin als Zwischenstufe erfolgt und letzt»- 
res auf einem am Lycopin vorbeifiihrenden Wege gebildet wird. Wir k6n- 
nen hier auf die interessanten Versuche von Purcell, Thompson und 
Bonner?’ verweisen, in denen reifende Tomaten mit Mevalonsaure- 
[2-4C] bebriitet und die Verteilung der Radioaktivitat in den Polyenen 
und Carotinoiden bestimmt wurde. Wiahrend sich die Gesamtmengen von 
$-Carotin und Lycopin wie 1:5 verhielten, verteilte sich der markierte 
Kohlenstoff nach Inkubation bei 25° auf beide Verbindungen im Ver- 
haltnis 15:1 und entsprechend war das Verhiiltnis der spezifischen Ak- 
tivititen 80:1. Dieses Ergebnis ist unvereinbar mit einer Bildung von 
f-Carotin aus Lycopin. Da es aber auch keinen zwingenden Anhaltspunkt 
fiir die Annahme einer unabhingigen Synthese des Lycopins und /- 
Carotins aus einer gemeinsamen Vorstufe bietet, ist es durchaus méglich, 
daB Lycopin in Tomaten aus f-Carotin — vermutlich wiederum iiber 
y-Carotin — gebildet wird. In diesem Sinne lieBen sich auch Beobach- 
tungen an Galapagos-Tomaten deuten”!; die Lycopinbildung in diesen 
Friichten ist temperaturabhingig und fillt aus, wenn die Reifung iiber 
30° durchgefiihrt.wird, waihrend f-Carotin auch dann noch weiter ge- 
bildet wird. 

Der Nachweis einer Bildung von markierten Carotinolen aus /- 
Carotin-[4C] ist von Interesse im Hinblick auf die Frage, ob eine Hydr- 
oxylierung bereits auf der Polyenstufe erfolgt oder auch bei voll dehydrier- 
ten Carotinoiden méglich ist. So waren Cholnoky und Mitarbeiter?® der 
Meinung, daB Carotinole aus hydroxylierten C,,-Kinheiten gebildet wer- 
den und eine Hydroxylierung der Carotine nicht mehr méglich ist (s. 
dazu auch 1. c.26). Dagegen konnte Schlegel* mit Homogenaten von 
Mycobakterium phlei markiertes Phytoen in das Hydroxycarotinoid 
Myxoxanthophyll iiberfiihren und Claes® machte durch ihre Versuche 
mit Chlorella-Mutanten, ebenso wie Grob!® mit Neurospora crassa wahr- 
scheinlich, da die Hydroxylierung erst auf der Carotinstufe erfolgt 
(s. a. 1. ¢.2?). Aus unseren Versuchen geht hervor, da Hydroxycarotinoide 
direkt aus Carotinen gebildet werden kénnen. 

Versuche mit C4 -Kohlenwasserstoffen werden dadurch betracht- 
lich erschwert, daB es nicht gelingt, die Substrate in molekulardisperser 





23 A. E. Purcell, G. A. Thomson u. J. Bonner, J. biol. Chemistry 284, 
1081 [1959]. 

24 G. McKinney, C. M. Rick u. J. A. Jenkins, Proc. nat. Acad. Sci. USA 
40, 695 [1954]; M. L. Tomes, F. W. Quackenbush u. T. E. Kargl, Bot. Gaz. 117, 
248 [1956]. 

25 L. Cholnoky, C. Gyérgyfy, E. Nagy u. M. Panczel, Acta chim. Acad. 
Sci. hung. 16, 227 [1958]. 
26 L, Zechmeister u. J. H. Pinckard, Experientia [Basel] 4, 474 [1948]. 
27 J. B. Moster u. F. W. Quackenbush, Arch. Biochem. Biophysics 38, 


297 [1952]. 
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Form an die Enzyme heranzubringen. Es zeigt sich trotz zahlreicher Be- 
miihungen noch keine anniihernd befriedigende Lésung fiir dieses Pro- 
blem. Der Vergleich zentrifugierter und nicht zentrifugierter ,,L6sungen“‘ 
der Carotinoide weist schon darauf hin, daB grob-disperse Substrate 
nicht verwertet werden kénnen. Zweifellos liegt die Grenze der enzyma- 


tischen Angreifbarkeit — und bei Arbeiten mit intakten Zellen der 
Permeabilitét — weit unterhalb der von uns benutzten TeilchengréBe. 


Es erschien jedoch wenig sinnvoll, auf dem Wege der Abtrennung gréBe- 
rer Kolloide weiterzuschreiten, da beim Zusammenbringen solcher zentri- 
fugierter oder ultrafiltrierter Suspensionen mit dem Zellextrakt eine er- 
neute Aggregation den gréBten Teil des erzielten Gewinns wieder zunichte 
macht. Die extreme Schwerléslichkeit der Carotinoide im Milieu der 
Enzymansitze kann als limitierender Faktor fiir den Umsatz dieser 
Substrate angesehen werden. Dies gilt bei Versuchen mit Chloroplasten 
und mit Homogenaten um so mehr, je nachhaltiger durch die Aufberei- 
tung des Materials das Zusammenwirken der lésenden Lipoidphasen mit 
den Orten enzymatischer Aktivitiat gestért ist. Wir sehen deshalb in den 
geringen beobachteten UmbaugréBen kein Argument gegen eine wesent- 
liche Rolle der in unseren Versuchen demonstrierten Reaktionen. So 
erlaubt auch ein negativer Ausfall von Verdiinnungsexperimenten, die 
die Rolle des y-Carotins in unserem System an sich kliren kénnten, kei- 
nen eindeutigen RiickschluB. 


Herrn Professor Dr. Dr. h. c. F. Lynen fiihlen wir uns fiir sein stets bekunde- 
tes Interesse und Entgegenkommen sowie fiir zahlreiche Anregungen zu groBem 
Dank verpflichtet. 


Der Firma Hoffmann-La Roche, Basel, danken wir fiir die groBziigige 
Gabe von f-Carotin-[6.6’-“C]. 


Zusammenfassung 


1. Die Bildung von 6-Carotin aus Lycopin in isolierten Chloroplasten 
wurde mit Hilfe der biosynthetisch markierten Carotinoide nachgewiesen. 
Es konnte ausgeschlossen werden, da der Ubergang radioaktiven Koh- 
lenstoffs durch primiiren Abbau des Lycopins und Resynthese des f- 
Carotins aus den Bruchstiicken erfolgt. 


2. Es werden Versuche beschrieben, die zur Bildung von Lycopin aus 
6.6’-markiertem oder biosynthetisch aus Acetat-[2-“C] gewonnenem [- 
Carotin in Gegenwart von Tomatenparenchym fiihrten. 

3. In diesen Versuchen konnte auch nachgewiesen werden, da in 
Tomaten Hydroxycarotinoide direkt aus Carotinen synthetisiert werden 
konnen. 

4. Die Bedeutung dieser Befunde fiir den Mechanismus der Carotin- 
biosynthese in griinen Blittern und Tomaten wird diskutiert. 
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Summary 


1. The formation of f-carotene from lycopene in isolated chloro- 
plasts has been demonstrated with the aid of biosynthetically labelled 
substrates. The incorporation of radioactive carbon into f-carotene does 
not involve the resynthesis of f-carotene from primary breakdown 
products of lycopene. 

2. 6-6’-labelled #-carotene, or /-carotene biosynthesised from 
[2-!C]-acetate, are converted to lycopene by tomato parenchymatous 
tissue. 

3. Hydroxycarotenoids are synthesised directly from carotenoids in 
tomatoes. 

4. The significance of these findings for the mechanism of carotene 
biosynthesis in green leaves and tomatoes is discussed. 


Dr. Karl Decker, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, Freiburg 
i. Br., Hermann-Herder-Str. 7. 
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Die Einwirkung von Metall-Ionen auf den phosphathaltigen 
Anteil der Thrombokinase’ 
Von 
Eugen Bamann, Bernhard Oechsner und Heinz Trapmann 
Aus dem Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemie der Universitit Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. November 1960) 


Herrn Professor Dr. Kurt Mothes anlaBlich seines 60. Geburtstages in Verbundenheit 
gewidmet 


Salze seltener Erdmetalle haben die Fiahigkeit, nach intravendser 
Injektion das Blut fiir mehrere Stunden ungerinnbar zu machen. Die 
Frage, ob eine der Ursachen dieser Wirkung in der Phosphatabspaltung 
aus dem Thrombokinase-Phospholipoidanteil, iiber dessen wichtige Rolle 
fiir das gerinnungsaktive Verhalten der Thrombokinase eine Mitteilung 
von R. Kuhn und P. Klesse? unterrichtet, bestehen kénnte®, findet in 
den Ergebnissen dieser Arbeit eine experimentelle Beantwortung. 

Die Untersuchung iiber den phosphatatisch-katalytischen EinfluB 
von Cer- sowie von Lanthan-Ionen auf die Thrombokinase selbst, ihren 
Lipoid-Anteil sowie ein bei der Rekombination als gerinnungsaktiv be- 
fundenes Kephalin ergibt, daB diese Substrate dephosphoryliert werden 
(Tab. 1). 

Die verhialtnismaiBig langsame Spaltung ist darauf zuriickzufiihren, 
daB es sich um Di- Ester der Phosphorsiure handelt*. Einen wesentlich 
rascheren Umsatz erfahren phosphathaltige, diesen Substraten aihnliche 
Verbindungen, sobald sie als Mono- Ester vorliegen (Tab. 3 u. 4). 

Nicht alle als spaltbar befundenen Substrate zeigen aber einen Ein- 
flu8 auf die Blutgerinnung. Bei der Kombinierung des Eiweib-Anteils 
einer Kaninchenhirn-Thrombokinase mit natiirlichen sowie synthetischen 
Phospholipoiden bzw. lipoidihnlichen Verbindungen erweist sich eine 
Reihe von Kombinaten als nicht gerinnungsaktiv. Einen Uberblick iiber 
das Verhalten der Verbindungen erlauben die in Tab. 2 zusammen- 
gestellten Ergebnisse. 

1 XXVI. Mitteil. der von E. Bamann u. Mitarb. begonnenen Untersuchungs- 
reihe. XXV. Mitteil.: E. Bamann, A. Gerl, B. Oechsner, J. Riehl] u. H. Trap- 
mann, Naturwissenschaften 47, 106 [1960], irrtiimlich dort als XXIV. Mitteil. be- 
zeichnet. XXIV. Mitteil.: E. Bamann, M. Winkler-Steber u. H. Trapmann, 
Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharmaz. Ges. 293/65, 175 [1960]. 

2 Fiir eine hohe Gerinnungsaktivitét des Fermentes ist eine ganz bestimmte 
Konfiguration des Lipoid-Anteils Voraussetzung, R. Kuhn u. P. Klesse, Natur- 
wissenschaften 44, 352 [1957]. 

3 E. Bamann, F. Fischler, H. Trapmann u. K. H. Eberhardt, Klin. 
Wschr. 82, 588 [1954]. 

4K. Bamann u. M. Meisenheimer, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 1711 [1938]; 
E. Bamann, H. Trapmann u. F. Fischler, Biochem. Z. 326, 89 [1954 ; E. Ba- 
mann, J. Riehl u. R. Nicolai, ebenda 328, 12 [1956]. 
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Tab. 1. Vergleich der Spaltung der Thrombokinase, ihres Lipoid-Anteils und ces 

Kephalins durch Ce*® bzw. La®®. Der Vers.-Ans. von 10 cm’ enth. 10 «Mol Sub. 

strat, 10 bzw. 50 bzw. 100 «Mol Ce(NO,)3°6H,O bzw. La(NO;),-6H,O, 2 cm? 2,5n 

Ammoniak-Ammoniumchlorid-Puffer, pH8,6; Zugabefolge B; t = 37°. Die Zahlen 
geben die Spaltung der Substrate in Prozenten an. 
































Thrombokinase Lipoid-Anteil Kephalin 
Reaktions- = 
' 10 | 50 | 100 |} 10 | 50 | 100 |} 10 | 50 | 10 
dauer 
(Stdn.) “Mol Katalysator “Mol Katalysator “Mol Katalysator — 
Cer (ITT) 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
3 0 0 0,8 0 0 0 0 0 0 
6 0 1,3 1,6 0 0,8 1,0 0 1,6 1,8 
24 0,5 3,9 4,5 0 ae 3,8 1,2 4,5 5,6 
48 0,8 6,2 6,8 0,5 5,4 5,6 2,4 6,4 7,8 
72 1,6 7,1 9,8 1,2 6,2 8,1 3,6 9,0 | 14,5 
144 2,4 | 11,8 | 15,6 2,4 0,6 | 11,7 4,1 | 12,5 | 18,0 
Lanthan 
0 o |o | 0 0 lo | o 0 |o | o 
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
3 0: 0 0 0 0 0 0 0 0 
6 0 0 0,8 0 0 0,5 0 0,8 1,0 
24 0 0,8 1,9 0 0,5 1,2 0 1,0 2,8 
48 0 1,8 2,4 0 1,6 1,9 0 2,4 3,8 
72 0,5 2,4 4,5 0,5 2,2 3,2 1,6 3,2 4,7 
144 1,6 3,2 6,5 1,5 3,0 5,6 2,2 | 5,6 | 10,0 























Tab. 2. Gerinnungsaktivitaét verschiedener Phospholipoide und anderer Praparate. 

Die Zahlen geben die Zeit in Sekunden an (Mittelwerte), die von der Zugabe der 

Calciumchlorid-Lésung bis zum Eintritt einer Gerinnselbildung gemessen wurde. 

Als BezugsgroBe dient die Zeit, die sich ergibt, wenn statt Thrombokinase bzw. der 

zu iiberpriifenden Kombinate (Thrombokinaseprotein + Lipoid bzw. anderer Zu- 

saitze) nur physiologische Kochsalzlésung eingesetzt ist; sie betragt in unseren Ver- 
suchen 210 Sekunden*. 














Verdiinnung 

Uberpriifte Substanz der Thrombokinase 

bzw. des Kombinates 
y 1% 
MAIDA AHO ous is SS Gs bite ie) ee we 55 60 
Protein + natiirl. Lipoid. . . . 2... 2... ee eee 60 65 
Protein + Kepnalm. . . - . +. <<. 2 2 ss oe 8 ws 120 140 

Protein + L-Glycerin-1-phosphorsaéure-mono-[2-chlor- 

ALO Y LESTE? [AUR Sos 255 3 see Se msmeaecme 210 210 
Protein + Dicrotonoyl-glycerin-phosphorsiure . ... . 270 220 
Protein + 1-Crotonoyl-glycerin-2-phosphorsiure . .. . 330 300 
Protein + Dioleoyl-glycerin-phosphorsiure. . . ... . 360 350 
Protein + 1-Oleoyl-glycerin-2-phosphorséure . . .. . . 390 360 
Protein + Athanolamin-phosphat. .......... 530 430 


* Ohne EinfluB auf die Gerinnungszeit (210 Sek.) sind die EiweiB- und Lipoidfraktionen der 
Thrombokinase sowie Glycerin-monooleat, Glycerin-dioleat und 1-Monolinolin. 
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Fiir das natiirliche Lipoid der Thrombokinase sowie das Kephalin 
ist also neben der Dephosphorylierbarkeit durch Ionen seltener Erd- 
metalle (bei Kombinierung mit dem Thrombokinaseprotein) ein deut- 
licher EinfluB auf.das Gerinnungsgeschehen im Blute erwiesen. Trotzdem 
kann in der metallionenkatalytischen Phosphatabspaltung aus dem 
Phospholipoid-Anteil der Thrombokinase kein entscheidender Effekt 
beim Eingriff der Salze seltener Erdmetalle in den Vorgang der Blut- 
gerinnung gesehen werden: 


Wihrend niamlich die als mitwirkend befundenen Phospholipoide in 
Anwesenheit von Cer- bzw. Lanthan-Salzen verhialtnismifig langsam 
dephosphoryliert werden, tritt bei intravenéser Injektion dieser Salze das 
Ungerinnbarwerden des Blutes augenblicklich in Erscheinung. Dazu 
kommt eine weitere, vielleicht noch entscheidendere Beobachtung. Auch 
Thorium- und Zirkonium-Ionen vermégen Phospholipoide zu zerlegen, 
wobei man das Thorium gelegentlich dem Cer-Ion sogar iiberlegen findet 
(vgl. die Ergebnisse der Tab. 5 mit denen der Tab. 1). Eine gerinnungs- 
hemmende Wirkung wird bei diesen Metall-Ionen jedoch weder in vivo 
noch in vitro beobachtet (Tab. 8). 


Ergebnisse 


Die Dephosphorylierung von 1-Crotonoyl-glycerin-2-phosphorsiiure, 
1-Oleoyl-glycerin-2-phosphorsiiure, | L-Glycerin-1-phosphorsiure-mono- 
[2-chlor-athylester], Dicrotonoyl-glycerin-phosphorsiure, Dioleoyl-gly- 
cerin-phosphorsiure und Athanolaminphosphat durch Ce® bzw. La®® 
wird durch die in Tab. 3 bzw. 4 zusammengestellten Ergebnisse veran- 
schaulicht. Dabei erweisen sich durchweg Cer(III)-Ionén wirksamer als 
Lanthan-Ionen. Unter sich lassen die einzelnen Substrate gréBere Unter- 
schiede hinsichtlich der Geschwindigkeit ihrer Dephosphorylierung er- 
kennen. 


Die phosphatatisch-katalytische Wirksamkeit von Thorium- sowie von 
Zirkonium-Ionen zeigen die Ergebnisse der Tab. 5, 6 und 7 auf. 


Thrombokinase, ihr Lipoid-Anteil sowie Kephalin werden, was ein 
Vergleich der Ergebnisse der Tab. 5 und 1 zeigt, von den Katalysatoren 
Lanthan - Zirkonium -- Cer(III) — Thorium mit zunehmender Wirksam- 
keit entphosphoryliert. Die Zerlegung des Kephalins geht gegeniiber 
Thrombokinase sowie deren Lipoid-Anteil etwas rascher vor sich; dies 
gilt fiir alle 4 Katalysatoren. 


Die Ergebnisse bei der Einwirkung von Thorium- bzw. Zirkonium- 
Ionen auf die bereits erwihnten phospholipoidihnlichen Verbindungen 
sowie auf Athanolamin-phosphat sind in Tab. 6 bzw. 7 zusammengestellt. 
Sie erginzen die Dephosphorylierungsbefunde mittels Cer(III)- und 
Lanthan-Ionen, bereits wiedergegeben in den Tab. 3 und 4. 
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Tab. 5. Vergleich der Spaltung der Thrombokinase, ihres Lipoid-Anteils und es 

Kephalins durch Thorium bzw. Zirkonium. Der Vers.-Ans. von 10 cm’ enth. 10 u “fol 

Substrat, 10 bzw. 50 bzw. 100 ~Mol Th(NO,),-4H,O bzw. ZrOCl,-8H,O, 2 cm 

2,5n Ammoniak-Ammoniumchlorid-Puffer, pH8,6; Zugabefolge B; ¢ = 37°. Die 
Zahlen geben die Spaltung der Substrate in Prozenten an. 
































Thrombokinase Lipoid-Anteil Kephalin 
Reaktions- 2 = 
ns 10 | 50 | 100 |} 10 | 50 | 100 |} 10 | 50 | 1060 
(Stdn.) “Mol Katalysator “Mol Katalysator “Mol Katalysator 
Thorium 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 0 0 0,8 0 0 0,5 0 0 1.6 

6 0 2,4 3,6 0 1,2 2,8 0 3,0 | 4,0 
24 0 4,6 | 10,0 0 2,4 8,7 0 4,9 | 11.3 
48 0,8 7,8 | 15,2 0,5 5,6 | 14,4 |] 1,5 8,0 | 18,6 
72 2,4 | 10,2 | 19,4 1,6 9,2 | 18,2 3,0 | 11,0 | 24,4 
144 3,2 | 19,2 | 24,0 2,4 | 16,8 | 23,5 4,5 | 20,0 | 31,0 

Zirkonium 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 0,5 0 0 0 
24 0 0,5 0,8 0 0 1,1 0 0,5 0,8 
48 0 1,1 2,2 0 0,8 2, 0 1,6 2,4 
72 0,5 2,4 3,8 0,5 1,9 3,6 0,5 3,2 4,0 
144 1,0 | 4,6 8,2 0,8 3,2 6,8 1,6 8,0 | 10,0 























Aus den Ergebnissen der Tab. 8 wird der EinfluB ersichtlich, den 
Lanthan-, Cer(III)-, Thorium- und Zirkonium-Salze auf die Blutgerin- 
nung ausiiben: Die Thorium- und die Zirkonium-Ionen beeinflussen die 
Gerinnung praktisch nicht. Demgegeniiber fiihrt die Anwesenheit von 
Lanthan-Ionen zu einer Ungerinnbarkeit des Blutes iiber einen Zeitraum 
von mehr als einer Stunde, wobei es gleichgiiltig ist, ob die Zugabe der 
Calciumehlorid-Lésung zum Reaktionsgemisch unmittelbar nach dem 
Zusammengeben von Blutplasma, Thromboplastin-Lésung und Metall- 
salz-Lésung oder nach 1 Min. oder nach 30 Min. langem Stehenlassen des 
Reaktionsgemisches erfolgt. Auffallend und noch keiner Erklarung zu- 
giinglich ist die Beobachtung, daB im Fall der Anwendung von Cer(ITI)- 
Salzlésungen die Dauer der Ungerinnbarkeit verschieden ist, je nachdem 
der Zusatz der Calciumchlorid-Lésung sofort, nach 1 Min. oder nach 
30 Min. erfolgt. Die Dauer der Ungerinnbarkeit steigt hier von 60 Sek. zu 
210 Sek. bzw. zu iiber eine Stunde an. 
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Tab. 8. Beeinflussung der Blutgerinnung durch Salze des Lanthans, Cers, Thoriums 
und Zirkoniums*. 

Die Zahlen geben die Zeit in Sekunden an (Mittelwerte), die von der Zugabe der 

Calciumchlorid-Lésung bis zum Eintritt einer Gerinnselbildung gemessen wurde. 

















Die Zugabe von Calciumchlorid-Lésung 
Metallsalz-Losungen erfolgte 

sofort nach | Min. | nach 30 Min. 

Physiolog. NaCl-Lésg. _ 10 10 | 10 
Lanthansalz-Lésung . . . iiber 1 Stde. iiber 1 Stde. iiber 1 Stde. 
Cer(III)-Salz-Lésung . . . 60 210 iiber 1 Stde. 

Thoriumsalz-Lésung . . . 15 15 15 

Zirkoniumsalz-Lésung . . 15 15 15 


* Test: Zu 0,1 cm*® Blutplasma, 0,1 cm? Thromboplastin-Lésung ,,Roche‘‘ 
und 0,1 cm® einer 0,002m (in physiologischer Kochsalzlésung) Metallsalz-Lésung 
gibt man nach verschiedenen Zeiten 0,1 cm? einer 0,025m Calciumchlorid-Lésung. 
Alle Lésungen miissen auf 37° vorgewarmt sein. 


Die Thrombokinase ,,Roche‘‘ und die Thromboplastin-Lésung ,,Roche“ ver- 
danken wir dem groBziigigen Entgegenkommen der Firmen: S. A. F. Hoffmann- 
La Roche u. Co. Ltd., Basel/Schweiz und Deutsche Hoffmann-La Roche AG, 
Grenzach/Baden, wobei uns Herr Dr. F. Borkowsky sehr unterstiitzt hat. In den 
Besitz des t-Glycerin-phosphorséure-mono-[2-chlor-athylesters] kamen wir durch 
Herrn Professor Dr. E. Baer, Dept. of Synthetic Chemistry, Banting and Best 
Dept. of Medical Research, Toronto, Canada; das 1-Monolinolin erhielten wir von 
Herrn Professor Dr. Dr. H. P. Kaufmann, Miinster/Westfalen. Fiir diese Unter- 
stiitzungen danken wir vielmals. 

Herr Priv.-Doz. Dr. N. Goossens hat uns bei den gerinnungsanalytischen 
Arbeiten wertvolle Hinweise gegeben, wofiir wir uns ebenfalls herzlich bedanken. 

Dem Verband der Chemischen Industrie — Fonds der Chemischen In- 
dustrie — sprechen wir fiir die uns gewahrten Forschungsbeihilfen unseren aufrich- 
tigen Dank aus. 


Methodik® 


Substrate 

Athanolamin-phosphat als C,H,O,NP (141,1) dargestellt nach 1. c.°. 
— L-Glycerin -1-phosphorsaure-mono-[2-chlor-athylester] als Ba 
(C;H,,0,PCl), (604,5), dargestellt nach 1. c.’, nach Uberfiihrung in das K-Salz. — 
1-Crotonoyl-glycerin-2-phosphorsaure als Na,C,H,,0,P (284,1), dargestellt 
nach |. ¢.8. — Dicrotonoyl-glycerin-phosphorsaure als Na,C,,H,;0,P 
(352,1), dargestellt nach 1. c.°. — 1-Oleoyl-glycerin-2-phosphorsaure als 
Na,C,,H3,0,P (480,5), dargestellt nach 1. c.6. — Dioleoyl-glycerin-phosphor- 
siure als Na,Cj,H,,0,P (745,0), dargestellt nach 1. c.8. — Kephalin purum 
(Fluka). — Thrombokinase ,,Roche“ (Hoffmann-La Roche, Basel). — 


5 Ausfiihrlichere Angaben s. B. Oechsner, Dissertat., Univ. Miinchen 1960. 
6 EK. Cherbuliez u. H. Weniger, Helv. chim. Acta 29, 2006 [1946]. 
7 E. Baer, D. Buchneau. A. G. Newcombe, J. Amer. chem. Soc. 78, 232 
[1956]. 

8 H. Arnold, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 1736 [1941]. 

® Th. Wagner-Jauregg u. H. Arnold, Ber. dtsch. chem. Ges. 70, 1459 
[1937]; Ad. Griin u. F. Memmen, Dtsch. Reichs-Pat. 608074 vom 9. 7. 1932 
(Hoffmann-La Roche AG, Grenzach/Baden). 
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Metallsalze 


Ce(NO,)3 - 6H,O (E. Merck) — La(NO,), - 6H,O p. a. (E. Merck) — Th(N9,), 
. 4H,O (Riedel de Haen) — ZrOCl, - 8H,0 p. a. (Riedel de Haen). 


Versuchsansatz 


Die Reaktionsgemische (Zugabefolge B!°) wurden in Schiittelkolben mit ein. 
geschliffenen Glasstépseln, im Schiittelthermostaten bei 37° aufbewahrt. Bei An. 
wendung von frisch dest. Wasser konnte bei den Versuchsansiatzen der Zusatz eines 
Konservierungsmittels erfahrungsgemaB unterbleiben. 

Bei Substraten, die kein genau definiertes Molekulargewicht besitzen, wic im 
Falle des Kephalins und der Thrombokinase ,,Roche“, ist die zum Versuchsansatz 
verwendete Substanzmenge auf g-Atom P berechnet worden. 

Die dem Reaktionsgemisch zu verschiedenen Me8zeiten entnommenen Proben 
betrugen in der Regel 4 cm, bei fortgeschrittener Spaltung der Substrate nur 2 cm’, 


Bestimmung des anorganischen Phosphats 


Das bei der Spaltung der phosphorhaltigen Substrate entstehende anorganische 
Phosphat bestimmten wir nach Fiske und Subbarow#!, modifiziert nach 1. c., 
mittels eines lichtelektrischen Kolorimeters Modell J nach B. Lange. Die Proben 
wurden 20 Min. bei 37° entwickelt. Wenn bei der Zugabe der Molybdanschwefelsiiure 
eine Triibung auftrat, entfernten wir sie nach der Entwicklung — also vor der kolori- 
metrischen Bestimmung — durch Zentrifugieren. 


Fraktionierung und Rekombinierung der Thrombokinase 


Thrombokinase ,,Roche“ wird im Soxhletapparat mit Ather/Athanol 1:1 ex. 
trahiert. Auf diese Weise erhalt man eine erste, in der Ather-Alkohol-Mischung un- 
lésliche Protein-Fraktion und eine lésliche Lipoid-Fraktion. 

Die Beimengung der von uns zu Gerinnungsbestimmungen ausersehenen Ver- 
bindungen zur Eiwei8-Fraktion vollzog sich leicht und ergab eine homogene Suspen- 
sion!’, Das Lipoid bzw. die zu priifenden Zusitze waren in 0,1 bis 1,0 cm® Chloro- 
form gelést. Ein entsprechend der gewiinschten Lipoidmenge (10 mg Lipoid auf 
10 mg EiweiB) abgemessenes Volumen dieser Lésung fiigte man zur KiweiB-Frak- 
tion. Das Chloroform wurde schlieBlich durch Eindunsten der Mischung im Vak. 
entfernt. 


Gerinnungsanalytische Bestimmungsmethode 


0,1 cm* mit physiologischer Natriumchlorid-Lésung im Verhaltnis 1:2 ver- 
diinntes Citratplasma aus Kaninchenblut (auf 37° vorgewairmt) und 0,1 cm® der 
Thrombokinase-Suspension (auf 37° vorgewirmt) werden in ein Mikroreagenzglas 
(8 x 50 mm) einpipettiert. Nach einem Verweilen von 30 Sek. im Gerinnungsthermo- 
staten™ bei 37° wurde 0,1 cm? einer gleichfalls auf 37° angewarmten 0,025m Cal- 
ciumchlorid-Lésung zugegeben. 

Die Gerinnungszeit wurde mit der Stoppuhr bestimmt, gemessen vom Zeit- 
punkt der Zugabe der Calciumchlorid-Lisung bis zum Eintritt einer Gerinnsel- 
bildung. Die Plasmagerinnung wurde mit Hilfe einer Platindrahtése (Kolle-Ose™) 
festgestellt. 


10 —X. Bamann u. M. Meisenheimer, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 1711 [1938]. 

11 C. H. Fiske u. Y. Subbarow, J. biol. Chemistry 66, 375 [1925]. 

12 K. Schriever, E. Bamann u. R. Toussaint, Dtsch. Apotheker-Ztg. 97, 
889 [1957]. 

13 A. Studer, Festschrift Emil Bareil, 8.229, Eigenverlag der F. Hoffmann- 
La Roche, Basel 1946. 

4 J. Jiirgens u. F. K. Beller, Klinische Methoden der Blutgerinnungs- 
analyse, Stuttgart 1959, Seite 110. 
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Reagenzien 

Physiologische Natriumchlorid-Lésung: 0,9%. 

0,lm Natriumcitrat-Lésung: 3,57 g C,H,OH(CO,Na), - 5'/, H,O (357,1), 
(Erg.B. 6) wurden in einer 0,5proz. waBrigen Phenollésung zu 100 cm gelést, in 
Ampullenflaschen mit Gummikappe abgefiillt und nach den Angaben des D.A.B. 6 
sterilisiert. 

0,025m CaCl,-Loésung: 0,55 g Calcium chloratum crist. Erg.B. 6 wurden in 
dest. Wasser zu 100 cm gelést. 

Thromboplastin-Lésung ,,Roche*: Praparat Hoffmann-La Roche AG, 
Grenzach. 

Thrombokinase s. Substrate. 

Blutplasmagewinnung 


Das Blut wurde unter sterilen Bedingungen aus der Vene am Ohrrand eines 
Kaninchens entnommen. In eine sterile Record-Spritze, die genau 0,2 cm* Citrat- 
losung enthalt, saugte man genau 1,8 cm* Venenblut. Die so erhaltenen 2 cm ,,Ci- 
tratblut“ wurden in ein Reagenzglas eingespritzt und durch kurzes Schiitteln gut 
gemischt. Dann wurde bei etwa 4000 U./Min. zentrifugiert. 


Zusammenfassung 


Die bei der Blutgerinnung eine Rolle spielenden Phosphorsiure- 
Ester unterliegen unter physiologischen Bedingungen dem phosphata- 
tisch-katalytischen EinfluB der Ionen der seltenen Erdmetalle sowie des 
Thoriums und des Zirkoniums. 

Die Méglichkeit, daB die seltenen Erdmetalle in ihrer blutgerin- 
nungshemmenden Eigenschaft iiber den phosphathaltigen Anteil der 
Thrombokinase wirken, muB jedoch verneint werden, vor allem, weil 
Thorium und Zirkonium trotz ihrer phosphatatisch-katalytischen Fahig- 
keit die Blutgerinnung weder in vivo noch in vitro beeinflussen. 


Summary 


Under physiological conditions, the phosphate esters, which play a 
part in blood coagulation, are subject to the “phosphatase” like action of 
the ions of the rare earths and of thorium and zirconium. 

The possibility that the rare earths inhibit blood coagulation by 
acting on the phosphate-containing moiety of thrombokinase must, 
however, be rejected; particularly because thorium and zirconium have 
no effect on blood coagulation in vivo or in vitro, despite their catalytic 
activity in phosphate hydrolysis. 


Professor Dr. E. Bamann, Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemie der 
Universitat Miinchen, Miinchen 15, PettenkoferstraBe 14a. 
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Uber den EinfluB der Bestrahlung auf die 
Zusammensetzung der Serumproteine 
Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz und Lorenz Keller 
Aus der Chemischen Abteilung des Heiligenberg-Instituts, Heiligenberg (Baden) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Oktober 1960) 


Die Literatur verzeichnet eine Anzahl von Beobachtungen, wonach 
es nach einer Bestrahlung mit Réntgenstrahlen mit subletalen oder letalen 
Dosen im Verlaufe von einer bis zwei Wochen zu Verschiebungen in den 
Mengenverhiiltnissen der einzelnen Serumproteine komme, einer relativen 
Abnahme niimlich der Albumin- und der y-Globulin- und einer Zunahme 
der «- und der £-Globulin-Fraktion; Versuche mit diesem Ergebnis sind 
an Meerschweinchen, auch an Kaninchen' und an Ratten? angestellt 
worden. Wir kénnen diese Erscheinung bei Kaninchen bestitigen: Wie 
aus den Angaben im Versuchsteil hervorgeht, findet man in unserem 
Beispiel nach einer Einwirkung von 800 r im Serum nach Verlauf von 
11 Tagen eine Abnahme des Albuminanteils um etwa ein Drittel, des y- 
Globulinanteils um etwa zwei Drittel, wihrend zugleich der Anteil der 
«-Globulinfraktion auf mehr als das Dreifache, auch der der B-Globulin- 
fraktion, wenn auch nur in geringem Mase, zunimmt. Die entsprechende 
Analyse der Mengenverhiiltnisse, bei einem zweiten Tierversuch, aber 
erst 14 Tage nach der Bestrahlung vorgenommen, liBt erkennen, daB sich 
spiterhin eine Restituierung der normalen Komponentenverhiltnisse im 
Serum vollzieht, wenn man auch infolge der verschiedenen Reaktions- 
fiihigkeit der Einzeltiere hier exakte zahlenmifbige Vergleiche nicht an- 
stellen kann. Die Abbildung veranschaulicht die Verainderungen im 
elektrophoretischen Diagramm 11 Tage nach der Bestrahlung. 


Wir haben in dieser Arbeit den Versuch unternommen, zu ermitteln, 
ob unter der Nachwirkung der Bestrahlung Verinderungen in der Zu- 
sammensetzung der einzelnen Serumeiweibfraktionen auftreten und wel- 
cher Art dieselben gegebenenfalls sind. Die im Versuchsteil wiedergege- 
benen Bausteinanalysen erweisen eindeutig, dai zwar die Albumin- 
fraktion ihrer Zusammensetzung nach im wesentlichen unverindert 
bleibt, daB dagegen in den Globulinfraktionen teilweise betrachtliche 
Veriinderungen im Gehalte an einer Anzahl von Aminosiurebausteinen 


1G. Meyniel u. 8S. de Mende, Bull. Soc. Chim. biol. 87, 127 [1955]. 

2 G. Hoéhne, G. R. Jaster u. H. A. Kiinkel, Klin. Wschr. 30, 952 [1952]; 
M. A. Fischer, M. Z. Mager u. E. P. Coulter, Arch. Biochemistry 56, 66 [1955]; 
bei Versuchen an Mausen wird dagegen lediglich iiber eine Abnahme der y-Globulin- 
fraktion berichtet (A. A. Werder, C. A. Hardin u. P. Morgan, Radiation Res. 
7, 500 [1957]. 
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Albumin Albumin 
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Veranderung der Serumproteine durch Réntgen-Bestrahlung. 


Links: Unbestrahltes Kaninchen-Serum. Rechts: Serum 11 Tage nach Bestrahlung 
mit 800 r. Elektrophorese: Aufsteigender Ast nach 9000 Sek. Laufzeit. @ = Puffer- 
gradient. 


erfolgen. Besonders bemerkenswert erscheint dabei die starke Abnahme 
des Gehaltes an Cystin, vor allem im «-Globulin, von 2,6 auf 0,6 bzw. auf 
weniger als 0,2%%, auch die Abnahme desselben im f£- wie im y-Globulin, 
sodann die Abnahme an Histidin und vor allem an Lysin und an Hydro- 
xylysin? im «-Globulin, der andererseits eine Zunahme dieser drei Bau- 
steine im £- und y-Globulin entspricht. Es erfolgt also unter der Wirkung 
der Réntgenstrahlen anscheinend eine Umbildung der Globulinfraktio- 
nen im Serum. Demgegeniiber hat sich aus entsprechenden Analysen an 
menschlichen Seren ergeben, da8 hier in pathologischen Fallen, bei wel- 
chen eine Abnahme der Albumin- und eine Zunahme der y-Globulin- 
fraktion beobachtet wird, bei Lebercirrhose, die Zusammensetzung dieser 
SerumeiweiBfraktionen unverindert bleibt*. Die Einschmelzung des Cy- 
stins® bzw. Cysteins nach der Bestrahlung erscheint besonders beachtens- 
wert, da man weiB, daB Cystein und Derivate desselben wie Cysteamin in 
gewissem MaBe Strahlenschutzmittel darstellen®; offenbar erfolgt im 
Organismus als Reaktion auf die Bestrahlung eine Mobilisierung des Cy- 
stins aus dem Peptidverband der Serumglobuline. Wir haben mit dem 
Versuch begonnen, zu priifen, ob etwa im Verlaufe der Strahlennachwir- 


3 Uber den Nachweis von Hydroxylysin in Serumproteinen siehe E. Wald- 
schmidt-Leitz, G. Bretzel u. L. Keller, Naturwissenschaften 47, 254 [1960]. 

4 Nach demnichst zu veréffentlichenden Versuchen von E. Waldschmidt- 
Leitz u. G. Bretzel. 

5 Nach den Angaben von E. Brand, Ann. N. Y. Acad. Sci. 47, 57 [1946/47], 
sowie von S. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 178, 53 [1949], ist im 
Serumalbumin und -globulin das Cystein zum weitaus gréBten Teil als Disulfid- 
verbindung enthalten. 

6° H. M. Patt, E. B. Tyree, R. L. Straube u. D. E. Smith, Science [New 
York] 110, 213 [1949]; Proc. Soc. exp. Biol. Med. 78, 18, 198 [1950]; siehe dazu u. a. 
H. Langendorff u. Mitarbeiter, Strahlentherapie 98, 281; 95, 238 [1954]; 99, 567 
[1956]; H. Langendorff, Die Atomwirtschaft 4, 132 [1957] (Zusammenfassung). 
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kung ein Abkémmling des Cystins im Serum auftritt oder ob noch im 
Peptidverband der Serumproteine das Cystin eine Oxydation zu Cystein- 
siure erfihrt und damit bei der Aminosiiureanalyse nicht erfaBt wird; 
den offenbar erfolgenden Umbau der Serumglobuline wiirde eine Ver. 
iinderung der letzteren Art allerdings nicht ohne weiteres erforderlich 
erscheinen lassen. 


Dem Bundesministerium fiir Atomkernenergie und Wasserwirt- 
schaft sowie der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir ergebeast 
fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 

Frl. Dorothea Rodich sind wir fiir ihre Mitarbeit zu besonderem Dank 
verpflichtet. 

Beschreibung der Versuche 

Die Bestrahlung der zu den Versuchen verwendeten Kaninchen erfolgte mit 
800 r (72,7 r/Min., 200 kV, 10 mA, Filtrierung durch 5,0 mm Aluminium). Das 
Blut wurde aus der Halsschlagader entnommen*, das Serum nach 6stdg. Aufbe- 
wahrung abgeschleudert. Die elektrophoretische Fraktionierung fiihrte man nach 
48stdg. Dialyse gegen eine Pufferlésung nach Michaelis’ von py8,9 und Ver. 
diinnen mit dem Puffer auf das dreifache Volumen in der Apparatur Fokal B der 
Firma Striibin & Co., Basel, bis zur elektrophoretischen Einheitlichkeit der ein- 
zelnen Fraktionen durch; diese wurden sodann nach 48stdg. Dialyse gegen dest. 
Wasser unter Kiihlung lyophilisiert. 

Die aus den Elektropherogrammen ermittelten Mengenverhiltnisse der ein- 
zelnen Eiwei8komponenten des Serums sind in Tab. 1 angefiihrt. 


Tab. 1. Verainderung der Mengenverhiltnisse und apparente Beweglichkeit w der 
Serumproteine nach Bestrahlung. 








Komponente ohne Bestrahlung® a Tee vied 
nach Bestrahlung 
Mengen in °% vom Gesamtstickstoff 
Albumin... . 61 44 57 
a«-Globulin . . 10 34 13 
B-Globulin . . 17 18 20 
y-Globulin . . 12 4 10 
105 uw [cm?- V—!-Sek-4] 
Albumin... . 6,9 6,9 6,9 
«,-Globulin. 6,1 5,9 5,9 
&%»-Globulin. 5,4 5,2 5,3 
«3-Globulin. 4,6 4,7 4,7 
6,-Globulin. 3,6 3,7 3,6 
£,-Globulin. 2,7 3,0 2,9 
y -Globulin. 1,4 1,9 1,6 











Die Bausteinanalysen fiihrte man mittels der automatisch registrierenden 
Apparatur nach Hannig® durch; ihre Ergebnisse sind in Tab. 2 verzeichnet. 


* Herrn Dr. Heinz Kriegel und Frl. Elisabeth Weber von der Radio- 
biologischen Abteilung des Heiligenberg-Instituts sind wir fiir die Durchfiihrung 
der Bestrahlungen und der Blutentnahmen zu besonderem Danke verpflichtet. 

7 L. Michaelis, J. biol. Chemistry 87, 33 [1930]; Biochem. Z. 284, 139 
[1931]. 

8 Vgl. dazu die Angaben von H. F. Deutsch u. M. B. Goodloe, J. biol. 
Chemistry 161, 1 [1945]. 
® K. Hannig, Clin. chim. Acta 4, 51 [1959]. 
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Angaben in % vom Gesamtstickstoff. 


Tab. 2. Bausteinanalysen der Serumfraktionen nach Bestrahlung. 


Zusammensetzung der Serumproteine 
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Zusammenfassung 


Es wurde gezeigt, da nach der Bestrahlung mit Réntgenstrahlen im 
Serum von Kaninchen eine starke Abnahme des Albumins und des y. 
Globulins und eine Zunahme von «- und #-Globulin eintritt. Hierbei 
bleibt die Zusammensetzung der Albuminfraktion unverandert, wiahrend 
in der Zusammensetzung der Globulinfraktionen teilweise starke Ver- 
schiebungen im Gehalt an einzelnen Aminosiiuren auftreten; so beobach- 
tet man u. a., daB bei x- und £-Globulin der Gehalt an Cystin nahezu zum 
Verschwinden kommt. 


Summary 


X-irradiation of rabbits causes a marked decrease of albumin and 
y-globulin in the serum and an increase of «- and f-globulin. The compo- 
sition of the albumin fraction is unaltered, but the level of some amino 
acids is greatly changed in the globulin fractions; e. g., the cystine 
content of «- and #-globulin is reduced almost to zero. 


Professor Dr. E. Waldschmidt-Leitz, Institut fiir Organische Chemie der 
Techn. Hochschule, Miinchen 2, Arcisstr. 21. 
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Versuche zur Fraktionierung des Glutenins aus Gerste 
(V. Mitteilung iiber Samenproteine') 
Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz, Renate Mindemann und Lorenz Keller 


Aus der Chemischen Abteilung des Heiligenberg-Instituts, Heiligenberg/ Baden 
(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Oktober 1960) 


Herrn Prof. Dr. W. Schoeller zum 80. Geburtstag gewidmet 


In einer ersten Mitteilung iiber die Glutenine aus Getreidemehlen? 
war die SchluBfolgerung gezogen worden, daB diese EiweiBfraktionen, die 
sich nur unter Mitwirkung von Reduktionsmitteln in Lésung iiberfiihren 
lassen, wirklich eine besondere Gruppe von Proteinen darstellen, da sich 
die Glutenine ihrer Zusammensetzung nach sehr deutlich von den anderen 
Vertretern der Proteine in Getreidesamen unterscheiden lassen, insbe- 
sondere auch von den ihnen der Zusammensetzung und dem Léslichkeits- 
verhalten nach am nichsten stehenden Prolaminen. Es war indessen die 
Frage offen geblieben, ob nicht auch die Glutenine gleichwie z. B. die 
Prolamine? 3, die Albumine® und andere Proteinfraktionen aus Getreide 
sich aus mehreren durch ihre Ladung unterschiedenen Komponenten 
zusammensetzen und ob so nicht vielleicht gewisse Gluteninkomponenten 
zu solchen aus der Gruppe der Prolamine in genetischer Beziehung stin- 
den, aus diesen z. B. durch Denaturierungsvorgiinge entstanden wiren. 


Diese Frage haben wir in der vorliegenden Arbeit am Beispiel des 
Glutenins aus Gerste zu untersuchen unternommen; sie laBt sich in nega- 
tivem Sinne entscheiden. Zwar besteht die Gluteninfraktion der Gerste 
so wie die des Hordeins, des Prolamins der Gerste, aus einer Anzahl, 
nimlich aus fiinf elektrophoretisch unterscheidbaren und trennbaren 
Einzelkomponenten; allein die apparenten Beweglichkeiten stimmen fiir 
keine der Einzelkomponenten mit einer der Hordeinkomponenten iiber- 


1 TV. Mitteil.: E. Waldschmidt-Leitzu. G. Kloos, diese Z. $21, 114 [1960]. 
2 T. Mitteil.: E. Waldschmidt- Leitz u. R. Mindemann, diese Z. 308, 257 
[1957] 


4}. 

3 TI. Mitteil.: E. Waldschmidt-Leitz u. H. Brutscheck, diese Z. 311, 1 
[1958]. 

4 III. Mitteil.: E. Waldschmidt-Leitz u. G. Kloos, diese Z. 314, 218 
[1959]. 


5 Nach demnachst zu veréffentlichenden Versuchen von E. Waldschmidt- 
Leitz u. K. Hochstrasser. 
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ein. Die Beweglichkeit der Gluteninkomponenten bei saurer Reaktion 
findet man insgesamt weit gréBer als die der Hordeinkomponenten; dies 
entspricht ihrem geringeren Gehalt vor allem an Glutaminsaure, da auch 
hier wie bei den Komponenten des Hordeins*®’ und bei denen des Ger. 
stenalbumins® die Ladung durch den verschiedenen Gehalt an sauren und 
an basischen Bausteinen bedingt ist. 


Die Unlislichkeit des Glutenins in Wasser oder Salzlésungen, atch 
in hochprozentigem Alkohol, beruht offenbar nicht auf dem Umstand, 
daB es durch Denaturierung aus anderen Komponenten der Gerste her. 
vorgegangen wire, sondern auf der Vernetzung seiner Peptidketten durch 
einige Disulfidbriicken, nach deren Reduktion es erst in Lésung tiber- 
gefiihrt werden kann; das Molekulargewicht findet man in reduziertem 
Zustand einheitlich zu etwa 46000. Durch Oxydation mit Hydroperox yd 
14Bt sich aus den Lésungen des Glutenins ein grofer Teil in vernetzter 
Form, mit einem Vielfachen des urspriinglichen Molekulargewichts, ab- 
scheiden. Bemerkenswerterweise ergeben sich fiir die so erhaltenen Glu- 
teninfraktionen zwar groBe Unterschiede im Molekulargewicht, im Ver- 
netzungsgrad also, aber keine Unterschiede in der Aminosiurezusammen- 
setzung. In dieser Beziehung kann man das Glutenin bzw. seine Fraktio- 
nen, von allen anderen bisher untersuchten Proteinkomponenten in der 
Gerste, auch voni den Einzelkomponenten des Hordeins®’, insbesondere 
durch den Gehalt an Glutaminsaure und an Prolin, eindeutig unterschei- 
den; die Eigenart des Glutenins erscheint damit gesichert. 


Frl. Almut de Vries sowie Herrn Hermann Auer und Frl. Dorothea 
Rodich sind wir fiir ihre wertvolle Mitarbeit zu Dank verpflichtet. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir ergebenst fiir die 
zur Verfiigung gestellten Mittel. 


Beschreibung der Versuche 


1. Auftrennung mittels Elektrophorese 
Vergleich mit Hordein 


Das zu den Versuchen verwendete Glutenin wurde, entsprechend friiheren 
Angaben?, aus dem durch erschépfende Extraktion mit Kaliumsulfat und 60proz. 
Isopropylalkohol von Albuminen, Globulinen und Prolaminen befreiten Gersten- 
mehl gewonnen und gereinigt, wie dort beschrieben. 

1,2 g Glutenin loste man in 200 cm? In Essigsaure, 10° Thioglykol enthaltend, 
pu2,7, und unterwarf sie nach 48stdg. Dialyse gegen die Puffermischung in der 
Apparatur der Firma Dr. P. Leis, Freiburg i. Br., der Elektrophorese (300 V, 3 mA). 
Vergleichsweise wurde daneben eine Lésung von 1,3 g Hordein in 100 cm? In Essig- 
siure, welche ebenfalls 10°, Thioglykol enthielten (py 2,7), in der Elektrophorese- 
apparatur analysiert. Tab. 1 verzeichnet die ermittelten apparenten Beweglich- 
keiten fiir 5 Komponenten des Glutenins, bzw. die entsprechenden des Hordeins. 








6 E. Waldschmidt-Leitz, European Brewery Convention, Proc. Congress 
Rome 1959, 8. 37. 
7 E. Waldschmidt-Leitz u. G. Kloss, Brauwissenschaft 18, 64 [1960]. 
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Tab. 1. Apparente Beweglichkeiten (ausgedriickt in 10-5 cm?- Volt~1+ Sek~) der 














; . 
7 ae Komponenten des Glutenins und Hordeins aus Gerste. 
uch ; a 
ha Komponente Glutenin Hordein 
und a 3,44 2,50 
B 3,37 1,91 
y 2,83 1,43 
uch é 2,27 1,27 
ind, é 1,47 1,07 
ner. 


a Die Fraktionen der «- + B- und die der 6- + e-Komponenten wurden in 
tip praparativem Mafstab voneinander getrennt, durch 48stdg. Dialyse gegen dest. 




















oer Wasser von Essigsiure und Thioglykol befreit und lyophilisiert; dann wurden 
tem Bausteinanalysen mittels der automatisch registrierenden Apparatur nach Hannig® 
xvd ausgefiihrt, deren Ergebnisse zusammen mit den fiir Gesamt-Glutenin erhaltenen** 
vies in Tab. 2 angefiihrt sind. 
ab- 
slu- Tab. 2. Bausteinanalysen des Gesamt-Glutenins und seiner elektrophoretisch ge- 
Ver. trennten Fraktionen. (Angew. Substanz entspr. 544 y N [Gesamt-Glutenin], bzw. 
: 393 y N [x- + B-Komponente], bzw. 547 y N [6- + e-Komponente]; Angaben 
” ” bedeuten % vom Gesamtstickstoff.) 
10- 
der 
— Gesamt- a- + p- 6- + é- 
lere eeuenaned Glutenin ici acaei Komponente 
hei- 
Asparaginsaure . ee Gd Gee ms 1,7 1,5 rel 
RERUN pee ee ee se ee eee 1,7 1,7 1,5 
ee ae ao 3,9 3,9 3,7 
hea Glutaminsaure . 22:3 91.2 23,4 
Prolin. . 13,3 14,4 15,7 
‘die | Glykokoll 2,2 2,2 1,6 
Ann... 2,4 2,2 | 2,0 
Cystin (2/5) . 2,0 1,3 0,6 
Valin ; 3,8 3,4 3,0 
Methionin . . 0,6 0,4 0,6 
[Glo Sa ae 2,6 2,0 2,1 
Leucin 5,2 4,9 4,9 
Tyrosin ae Oy 1,6 1,3 
Phenylalanin . 3,0 3,0 2,9 
oren | Histidin . 3,1 3,2 3,1 
roz. & Lysin . . 1,2 0,9 0,8 
ten. | Arginin 6,3 5,6 5,2 
Ammoniak . 20,3 22,0 22,6 
end, 97,3 95,4 96,1 
der 
nA). _ a ; 
ssig- * Die Werte der Beweglichkeiten fiir die Hordeinkomponenten werden infolge 
ese- | der Gegenwart von Thioglykol, verglichen mit den ohne Thioglykol gemessenen’, 


lich. — erheblich niedriger gefunden. 

ins. ** Die in der I. Mitteil. dieser Reihe (1. c.2 u. zwar S. 258) verzeichneten Bau- 
steinanalysen fiir Gerstenglutenin, die noch mittels Chromatographie an Starke- 
siulen durchgefiihrt waren, sind im Sinne der hier wiedergegebenen Werte zu 
korrigieren. 


60]. 8 K. Hannig, Clin. chim. Acta 4, 51 [1959]. 
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2. Fraktionierung durch Einwirkung von Hydroperoxyd 

Die unter Erwirmen auf 40° dargestellte Lésung von 5,0 g Glutenin (enth, 
14,35°% Stickstoff) in 11 60proz. Isopropylalkohol, 0,2°% Natriumhydrogensufit 
enthaltend, wurde mit Hydroperoxyd bis zu einer Konzentration von 0,3% ver. 
setzt; der gebildete Niederschlag wurde aus dem abgekiihlten Ansatz nach einigen 
Stunden abfiltriert und durch Wiederauflésen in 500 cm’ 60proz. Isopropylalkohol 
(0,2°% Natriumhydrogensulfit enth.) und abermalige Zugabe von Hydroperoxyd, 
wie oben, gereinigt. Man erhielt 1,79 g mit einem Stickstoffgehalt von 14,42% 
(Fraktion I). 

Die Mutterlauge von der Hydroperoxydfallung fallte man durch Zugabe von 
Isopropylalkohol zu einer Konzentration von 90°, und behandelte die in 60proz. 
Isopropylalkohol (0,2°, Hydrogensulfit enth.) wiederum geléste Substanz erneut 
mit Hydroperoxyd, wodurch noch geringe Anteile abgeschieden wurden; aus der 
Mutterlauge dieser Fallung gewann man durch Ausfallen mit Isopropylalkohol 
0,8 g Substanz mit einem Stickstoffgehalt von 14,33% (Fraktion IT). 

Beide Fraktionen erwiesen sich, im Gegensatz zu Glutenin selbst, bei der 
Analyse mittels der Ultrazentrifuge als uneinheitlich (angew. 0,6proz. Lésungen 
in In Essigsiure, 10% Thioglykol enthaltend). Die Messungen ergaben als Mole. 
kulargewichte fiir Glutenin 46 000 : 

Frakt. I 784 000 (1. Kompon.), bzw. 129 000 (2. Kompon.) 
Frakt. II 664 000 (1. Kompon.), bzw. 77 000 (2. Kompon.). 

Von den beiden Fraktionen wurden Bausteinanalysen durchgefihrt; ihre 

Ergebnisse sind in Tab. 3 zusammengestellt. 


Tab. 3. Bausteinanalysen der durch Fallung mit Hydroperoxyd erhaltenen Glutenin- 
fraktionen. (Angew. Substanz entspr. 592 y N [Fraktion I], bzw. 602 y N[Fraktion I); 
Angaben bedeuten °/, vom Gesamtstickstoff.) 

















Aminosaure Fraktion I | Fraktion IT 
Asparaginsaure 1,5 1,5 
Threonin .... 1,6 21 
Serin . ePest ails 3,3 3,0 
Glutaminsaure. . . 22,0 22,0 
Proln .... i. 11,0 11,0 
Glykokoll. . . . 2,2 2,6 
Alanin .. a 2,3 2,6 
Cystin ('/9) 1,6 1,6 
WOMR . sss « 3,9 3,8 
Methionin . 0,8 0,9 
TIsoleucin . . 2,4 2,0 
Leucin . 5,1 5,6 
Tyrosin 7 1,8 
Phenylalanin 2,9 3,0 
Histidin 2,9 2,6 
Lysin Bhs eas ie i 
Arginin. ... 6,8 a3 
Ammoniak Ziel 21,9 

| o43 | 964 
Zusammenfassung 


Die Gluteninfraktion der Gerste lic sich mittels Elektrophorese in 
5 Komponenten auftrennen, die sich entsprechend ihrer Ladung in ihrer 
Aminosaurezusammensetzung unterscheiden. Keine der Einzelkompo- 
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nenten stimmt mit einer der Komponenten des Hordeins iiberein, Glute- 
nin ist also eine selbstindige EiweiBfraktion und nicht etwa durch Dena- 
turierung aus einem anderen Gerstenprotein entstanden. Seine Unléslich- 
keit beruht auf der Vernetzung der Peptidketten durch Disulfidbriicken, 
wie sie auch z. B. bei der Einwirkung von Hydroperoxyd auf das durch 
Reduktion in Lésung iibergefiihrte Glutenin erfolgt. 


Summary 


The glutenin fraction of barley has been separated, by electrophor- 
esis, into 5 components, which, according to their charge, differ in amino 
acid composition. None of the separate components is the same as any 
component of hordein. Glutenin is therefore an independent protein 
fraction and not produced by the denaturation of another barley protein. 
Its insolubility is caused by cross linking of the peptide chains by di- 
sulphide bridges. These can be formed by the action of peroxide on the 
reduced, soluble glutenin. 


Prof. Dr. Ernst Waldschmidt-Leitz, Institut fiir Organische Chemie der 
Technischen Hochschule, Miinchen 2, ArcisstraBe 21. 
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Uber die Struktur der Protamine, VE. 
Vergleich der Protamine aus Salmonidenarten 
Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz und Helmut Gutermann 


Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Technischen Hochschule Miinchen und der Chemischen 
Abteilung des Heiligenberg-Instituts, Heiligenberg (Baden) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. November 1960) 


Herrn Professor Dr. W. Schoeller zum 80. Geburtstag gewidmet 


Die Literatur verzeichnet nur wenige Versuche einer vergleichenden 
Analyse der Protamine von verschiedenen Gattungen und Arten aus der 
Familie der Salmoniden. Nur in Arbeiten von Felix und Mitarbeitern2® 
ist in neuerer Zeit der Versuch unternommen worden, einen Vergleich 
der Zusammensetzung bei drei verschiedenen Arten von Forellen, der 
Bachforelle, der Seeforelle und der Regenbogenforelle, und bei einer 
Saiblingsart, dem Bachsaibling, durchzufiihren. Allein die Ergebnisse der 
Bausteinanalysen, die mit unzureichender, nur Schitzungen zulassender 
Methodik ausgefiihrt waren, sind nicht sicher zu verwerten; so haben 
sich auch inzwischen die von diesen Autoren veréffentlichten quantita- 
tiven Analysen des Iridins, des Protamins der Regenbogenforelle, in 
einer Untersuchung von Ando und Hashimoto‘, die dem Vergleich 
der Zusammensetzung des Protamins bei jiingeren und alteren Tieren 
galt und die sich einer modernen Methodik bediente, als weitgehend 
unzutreffend erwiesen. Die Frage, die wir zu untersuchen unternommen 
haben, inwieweit sich die Protamine von Fischen aus verschiedenen 
Gattungen einer Familie und weiterhin die der verschiedenen Arten aus 
ein und derselben Gattung nach ihrer Zusammensetzung und nach der 
Anordnung ihrer Bausteine unterscheiden lassen, ob also die Protamine 
trotz ihrer verhaltnismaBig einfachen Zusammensetzung fiir die einzelnen 
Fischarten charakteristisch sind, laBt sich auf Grund der in der Literatur 
vorhandenen Befunde noch in keinem Falle beantworten. 

In der vorliegenden Arbeit haben wir quantitative Bausteinanalysen 
sowie die Analysen der endstindigen Aminosiiuren an den gereinigven 
Protaminen aus drei Felchenarten (Gattung Coregonus) aus dem Boden- 
see, dem Blaufelchen®, der Bodenrenke® und dem Gangfisch’, aus drei 


1 V. Mitteil.: E. Waldschmidt-Leitz u. H. Gudernatsch, diese Z. 309, 
266 [1957]. 

2 K. Felix, H. Fischer, A. Krekels u. R. Mohr, diese Z. 287, 224 [1951]. 

3 K. Felix, H. Fischer, A. Krekels u. R. Mohr, diese Z. 289, 10 [1951]. 

4 T. Ando u. Ch. Hashimoto, J. Biochemistry [Tokyo] 45, 453 [1957/58]. 

5 Coregonus lavaretus nat. bodanensis oekot. pelagicus. 

® Coregonus lavaretus nat. bodanensis oekot. litoralis. 

? Coregonus lavaretus nat. bodanensis oekot. nanus: Coregonin; s. A. Kossel, 
Protamine und Histone, 8. 22, Verlag F. Deuticke, Leipzig u. Wien 1929. 
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Forellenarten (Gattung Salmo), der Bachforelle®, der Seeforelle® und der 
Regenbogenforelle!®, und aus zwei Saiblingsarten (Gattung Salvelinus), 
nimlich dem Bachsaibling" und dem Seesaibling’, durchgefiihrt. Die 
Ergebnisse dieser Analysen sind in Tab. 1 wiedergegeben. 


Tab. 1. Bausteinanalysen und Endgruppen der gereinigten Protamine 
aus Salmonidenarten. 


(Die Zahlenangaben bedeuten % vom Gesamtstickstoff.) 














Felchenarten Forellenarten Saiblingsarten 
Blauf. | Bodenr.| Gangf. | Bachf. | Seef. 8en- | Bachs. | Sees. 
ogenf. 

Thr 0,4 0,4 0,4 0 0 0 0 0 
Ser 2,9 2,8 3,1 2,9 27 27 2,9 351 
Pro 3,6 3,4 3,5 3,0 3,0 2,9 2,9 3,0 
Gly 2,4 2,1 2,3 22 2,2 23 2:1 2,0 
Ala 0,4 0,3 0,2 0,5 0,5 0,6 0,2 0,3 
Val 2,1 2,1 2,3 2,0 2,0 1,8 2,1 2,0 
Tleu 0 0 0 0 0 0,3 0 0 
His 0 0 0 0 0,5 0 0 0 
Lys 0 0 0 0 0 0 0 0 
Arg 88,9 88,6 89,0 90,5 90,2 89,6 89,9 89,9 
NH, 0,6 1,0 0,8 0,8 0,8 0,8 0,6 0,9 
Summe | 101,3 100,7 101,6 101,9 101,9 101,0 100,7 101,2 
N-endst.| Pro, Pro, Pro, Pro Pro Pro Pro Pro 

Ala Ala Ala 
C-endst. | Arg, Arg, Arg, Arg, Arg, Arg, Arg, Ser 

Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser 


























Die Auswertung der in Tab. 1 angefiihrten Analysendaten fiihrt zu 
folgenden Feststellungen: Die Protamine aller 8 untersuchten Arten aus 
der Familie der Salmoniden ebenso wie das viel untersuchte Protamin 
des Rheinlachses, das Salmin, unterscheiden sich gemeinsam von den 
Protaminen aus der Familie der Clupeiden, beispielsweise dem Clupein", 
in ihrer Zusammensetzung zunichst dadurch, daf die ersteren viel Gly- 
kokoll neben wenig Alanin, die Clupeiden dagegen umgekehrt wenig 
Glykokoll neben viel Alanin enthalten, weiterhin auch durch einen 
gréBeren Gehalt an Prolin und an Valin. 


8 Salmo trutta forma fario: Truttin, s. A. Kossel, l. ¢.’. 

9 Salmo trutta forma lacustris, aus dem Chiemsee: Lacustrin, s. 1. c.?. 

10 Salmo irideus: Iridin, s. K. Felix u. A. Mager, diese Z. 249, 124 [1937]. 

11 Kanadischer, Salvelinus fontinalis: Fontinin, s. 1. c.°. 

12 Salvelinus alpinus, Schwarzreuther, aus dem Ko6nigssee. 

13 Vgl. die Analysen von M. C. Cornfield u. A. Robson, Biochem. J. 55, 
517 [1953] (Salmin); M. J. Callanan, W. R. Carroll u. E. R. Mitchell, J. biol. 
Chemistry 229, 279 [1957] (Salmin); E. Waldschmidt-Leitz u. H. Guder- 
natsch, I. c.1 (Clupein); T. Ando, S.-I. Ishiiu. M. Sato, J. Biochemistry [Tokyo] 
46, 933 [1958/59] (Salmin und Clupein). 
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Innerhalb der Familie der Salmoniden sind die Vertreter aus der 
Gattung der Felchen gegeniiber denen aus den beiden anderen uniter. 
suchten Gattungen durch einen erheblich héheren Prolingehalt, die Ver. 
treter aus der Gattung der Forellen andererseits gegeniiber denen aus ‘len 
Gattungen der Felchen und der Saiblinge durchweg durch einen héheren 
Alaningehalt ausgezeichnet. Die Felchenarten enthalten auBerdem im 
Gegensatz zu den Forellen und Saiblingen Threonin als Baustein. Urter 
den Forellenarten ist die Regenbogenforelle dadurch besonders gekenn. 
zeichnet, daB nur sie in ihrem Protamin das Isoleucin, die Seeforelle 
andererseits dadurch, da8 nur ihr Protamin Histidin enthalt. Dieser 
Unterschied in der Zusammensetzung der Protamine von Bach- und See. 
forelle ist besonders bemerkenswert; denn mit der verbreiteten Vorstel- 
lung, daB diese beiden Fischarten identisch seien™, ist er nicht zu ver- 
einbaren. Die Angaben von Felix und Mitarbeitern*, daB das Protamin 
der Seeforelle, Lacustrin, neben Histidin auch Isoleucin, Asparaginsiure 
sowie Glutaminsiure enthalte, haben sich nicht bestatigt; sie sind wohl 
auf die Untersuchung nicht geniigend gereinigter Praiparate zuriickzu- 
fiihren. Das namliche gilt fiir die Angabe, daB das Protamin der Regen- 
bogenforelle, Iridin, Lysin als Baustein enthalte®!°. Auch die in den 
Arbeiten von Felix und Mitarbeitern angefiihrten quantitativen Ver- 
hiltnisse der Bausteine fiir die Protamine der drei Forellenarten wie fiir 
das des Bachsaiblings, die auf Schitzungen beruhen, weichen von den 
von uns festgestellten véllig ab, wihrend andererseits unsere Baustein- 
analysen des Iridins mit den von Ando und Hashimoto veroffentlich- 
ten weitgehend iibereinstimmen. Insgesamt ergibt sich aus den in Tab. 1 
angefiihrten Analysen, daB die Protamine jeder einzelnen Salmonidenart 
ihrer Zusammensetzung nach von denen der anderen Arten unterschieden 
sind, daB die Protamine der einzelnen Arten also eine jeweils charakteri- 
stische Zusammensetzung aufweisen. 

Hinsichtlich der endstindigen Aminosduren, die ebenfalls in 

Tab. 1 angefiihrt sind, ergibt sich ein wesentlicher Unterschied insofern, 
als nur die Protamine der drei Felchenarten Alanin neben Prolin, die der 
Forellen- und Saiblingsarten dagegen nur Prolin als amino-endstindigen 
Baustein aufweisen!*, wihrend wir als carboxyl-endstaindigen Baustein 
in fast allen Fallen Serin neben Arginin!’, nur beim Protamin des See- 
saiblings Serin allein feststellen konnten. 
4 §, dazu E. Neresheimer, Handbuch der Binnenfischerei Mitteleuropas, 
Bd. III A, 8. 219, E. Schweizerbartsche Verlagsbuchhandlung, Stuttgart 1941; 
W. Nimann, Mitteilungen des Instituts fiir Seenforschung und Seenbewirtschaf- 
tung in Langenargen/Bodensee 1959, S. 3. 

15 §. dagegen auch die Analysen von Ando u. Hashimoto, l. ¢.4. 

16 Vgl. dazu die damit iibereinstimmenden Befunde von K. Felix u. A. Kre- 
kels, diese Z. 295, 107 [1953] (Bachforelle und Regenbogenforelle), sowie von T. 
Ando u. Ch. Hashimoto, 1. c.4 (Regenbogenforelle). 

17 Der Befund von Ando u. Hashimoto, |. c.4, wonach aus dem Iridin der 
Regenbogenforelle durch Carboxypeptidase nur Arginin, kein Serin abgespalten 
werde, ist vermutlich auf die Verwendung von ,,basischer“* Carboxypeptidase, auch 
Protaminase genannt, zuriickzufiihren. 
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Von Felix? sind aus den von ihm erhaltenen Analysendaten Vor- 
stellungen iiber die Beziehungen zwischen der Zusammensetzung der 
Protamine einerseits und der Kreuzbarkeit von Fischarten andererseits 
entwickelt worden. Die SchluBfolgerung, daf& Bachforelle und Bach- 
saibling deshalb miteinander kreuzbar seien, weil ihre Protamine die 
nimliche Zusammensetzung aufweisen, entbehrt nach unseren Ergeb- 
nissen der realen Grundlage, da die Protamine der beiden Fischarten sich 
wesentlich in ihrer Zusammensetzung unterscheiden, z. B. in ihrem 
Gehalt an Alanin. Andererseits sind alle von uns untersuchten Felchen- 
arten miteinander kreuzbar und im Gegensatz zu dem von Felix behan- 
delten Beispiel sogar fruchtbar!®, obgleich ihre Protamine, wie wir finden, 
in ihrem Gehalte an Alanin und auch an Valin betrichtliche Unterschiede 
aufweisen. Es erscheint daher noch verfriiht, Beziehungen zwischen der 
Fortpflanzungsfihigkeit von Fischarten miteinander und der Zusammen- 
setzung ihrer Protamine ermitteln zu wollen. 

In der V. Mitteilung! dieser Reihe hatten die an einer Reihe von 
Clupeinpraparaten beobachteten Mengenverhiiltnisse der aliphatischen 
Monoaminosauren zu der Hypothese gefiihrt, daB bei den drei homologen 
Paaren Alanin und Glykokoll, Valin und Isoleucin sowie Serin und 
Threonin eine Art homologer Substitution gegeben sein kénnte, ein Teil 
der Komponenten des natiirlichen Gemisches ganz oder teilweise statt 
des Alanins Glykokoll, statt des Valins Isoleucin und statt des Serins 
Threonin als Baustein enthielte, da deren Addierung in fast allen Fallen 
zm einfachen ganzzahligen molekularen Verhiltnissen fiihrte. Wie die 
nachfolgend in Tab. 2 wiedergegebene Berechnung erweist, ergeben sich 


Tab. 2. Molekulare Verhaltnisse der Bausteine in den Salmonidenprotaminen. 

















Felchenarten Forellenarten Saiblingsarten 
Blauf. |Bodenr.| Gangf.| Bachf. | Seef. — Bachs. | Sees. 
ogenf. 

Pro 5,0 4,0 4,0 3,0 3,0 4,0 4,0 4,0 
Gly 3,4 2,5 2,5 2,2 2,2 3,1 2,9 2,7 

Ala 06 40 0:3} 28 0'3 }28 075 27 075 }27 0.8 }29 013 ;32 re 
Val 3,0 2,5 2,6 2,0 2,0 2,5 2.9 2,9 2,8 
Tleu 0 0 0 0 0 0,4/°" | O 0 
Ser 4,2 3,3 3,4 2,9 2,7 3,7 4,0 4,1 
Thr 06}48 53 38 i5}39 0 0 0 0 0 
Arg 31,6 26,0 25,2 22,6 22,6 30,9 31,0 30,0 

















bei den untersuchten Protaminen aus Salmonidenarten fiir diese drei 

Paare von Homologen, soweit deren Partner iiberhaupt am Aufbau be- 

teiligt sind, nur in einigen Fallen, bezogen auf die Beteiligung von Prolin 

als MaBstab, annihernd ganzzahlige molekulare Verhiltnisse. Das Mi- 

schungsverhiltnis der Einzelkomponenten in diesen Protaminen scheint 
18 K. Felix, Naturwissenschaften 46, 29 [1959]. 


19 Siehe dazu O. Schindler, Unsere SiiBwasserfische, S. 82, Franck’sche 
Verlagshandlung, Stuttgart 1959. 
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eine RegelmaBigkeit dieser Art nicht zuzulassen; immerhin ist bemer- 
kenswert, daB auch hier bei jedem der homologen Paare stets der cine 
Partner seiner Menge nach sehr stark vorherrscht, der andere also wie bei 
Clupein als ,,accessorisch“‘ zu bezeichnen wiire. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir ergebenst fiir die 
zur Verfiigung gestellten Mittel. 

Herrn Prof. Dr. H. Liebmann und den Herren Dr. H.-H. Reichenbach 
und Dr. G. Keiz von der Bayerischen Biologischen Versuchsanstalt in Miincien 
sowie Herrn Dr. W. Niimann vom Institut fiir Seenforschung und Seenbewirt- 
schaftung in Langenargen (Bodensee) sind wir fiir ihre Hilfe und Beratung bei der 
Beschaffung des Ausgangsmaterials zu besonderem Danke verpflichtet. 


Beschreibung der Versuche 


1. Darstellung und Reinigung der Protamine 

Bei der Verarbeitung des Spermas der laichreifen Fische, das durch Abstreifen 
erhalten wurde, folgte man den Angaben von Felix und Mitarbeitern?, bzw. von 
Waldschmidt-Leitz und Gudernatsch!; Zellkernpraéparate aus den reifen 
Testikeln andererseits gewann man nach dem von Felix und Krekels”° beschrie- 
benen Verfahren. 

Die Protaminsulfate wurden aus den Zellkernen nach K ossel und Schmiede. 
berg durch Behandlung mit Kupfer(II)-chlorid, Fallung mit Pikrinséure und 
Umsetzung der in waBr.-éthanol. Aceton gelésten Pikrate mittels Schwefelsiure 
dargestellt ; sie wurden durch mehrmaliges Umfillen aus war. Lésung mit Athanol 
gereinigt. Die hierbei erzielten Ausbeuten sind aus Tab. 3 zu ersehen. 


Tab. 3. Ausbeuten an Protaminsulfat. 














_ Ausbeute Ausgangsmaterial 
Fischart (g Sulfat) (g Zellkerne) 
LOS TUS LC.) a a 0,60 1,6 
Bodpntenke ... . . 6 6 6 se es 1,16 3,0 
CPO P05 ay ees 2 Sasa eee 1,37 3,5 
Rachforelle. ..... 6. 1.6 «se 0,89 2,4 
RERUN CoG os 6 we oe A hw 1,45 4,0 
Regenbogenforelle ........ 1,24 3,4 
Bachsaibling .......4.... 1,27 3,5 
ODUBATIIID 5 Ss ow ee 0,17 1,0 


Die meisten der Protaminsulfate wurden sodann zur Abtrennung beigemeng- 
ter, nichtprotaminartiger Proteine noch einer weiteren Reinigung durch Einwirkung 
von Pepsin unterworfen” (Ansatz: 500 mg + 5 mg krist. Pepsin in 8,0 cm® Wasser, 
0,04 em’ konz. HCl enthaltend, 24 Stdn., 37°), die Protaminsulfate aus den neutrali- 
sierten Ansditzen dann wiederum iiber die Pikrate, wie oben angefihrt, als Sulfate 
gewonnen. 

Die Werte fir die spezifische Drehung der so gereinigten Protaminsulfate 
(gelést in dest. Wasser und beobachtet in einem MeBrohr von 0,5 dm Lange) sind 
in Tab. 4 verzeichnet. 


20 K. Felix u. A. Krekels, diese Z. 298, 284 [1953]. 

21 §. dazu A. Kossel, Protamine und Histone, 8. 19, Verlag F. Deuticke, 
Leipzig u. Wien 1929. 

22 Vgl. A. Kossel u. A. Mathews, diese Z. 25, 190 [1898]; F. Rogozinski, 
ebenda 79, 398 [1912]; R.A. Portis u. K.I. Altman, J. biol. Chemistry 169, 203 
[1947]; E. Waldschmidt-Leitz u. H. Gudernatsch, 1. ¢.1. 
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Tab. 4. Spezifische Drehung der Protaminsulfate. 

















Fischart ae a beob. [ox oy ber. 
Blaufelchen. ...... 1,00 — 0,40° — 80° 
Bodenrenke. ...... 1,06 — 0,40° — 75° 
angtIsehies 5. jth sok Ge x 1,52 — 0,50° — 65° 23 
Bachforelle ....... 1,14 — 0,45° — 79° 
Bepronelle:.. s, 2 6 « % « 1,60 — 0,60° — 75° 
Regenbogenforelle . . . . 1,00 — 0,40° — 80° 
Bachsaibling ...... 1,16 — 0,35° — 60° 
Seesaibling ....... 1,28 — 0,40° — 62° 


2. Bausteinanalysen 

Zur Hydrolyse wurden 50 mg Protaminsulfat mit 3,0 cm? 6n HCl 24 Stdn. auf 
110° erhitzt, das Hydrolysat wurde nach dem Abdampfen der Salzsiure mit Wasser 
auf 10,0 em’ verdiinnt. Die Bausteinanalysen wurden mit der automatisch registrie- 
renden Apparatur nach Hannig*! durchgefihrt; ihre Ergebnisse sind in Tab. 1 
wiedergegeben. Die dort aufgefiihrten Praparate waren mit Ausnahme des Prot- 
amins der Bodenrenke und des Seesaiblings durch Pepsinbehandlung (s. 0.) gereinigt 
worden. 


3. Bestimmung der Endgruppen 

Zur Bestimmung sowohl der amino- wie auch der carboxyl-endstandigen Bau- 
steine fiihrte man die Protamine zunachst durch Umsetzung mit Dinitrofluorbenzol 
nach Sanger®5 in ihre Dinitrophenylderivate iiber; diese wurden aus dem unter 
Erwairmen in Wasser gelésten Reaktionsgemisch durch 5 Vol. Athanol gefallt, der 
Niederschlag der Dinitrophenylprotamine nach dem Waschen mit Athanol und 
Ather getrocknet. 

Im Hydrolysat der Dinitrophenylprotamine (50 mg Substanz in 5,0 cm? 12n 
HCl 12 Stdn. auf 110° erhitzt) bestimmte man die amino-endstandigen Amino- 
siuren als Dinitrophenylderivate nach dem von Braunitzer?® modifizierten Ver- 
fahren von Levy2’; die Ergebnisse sind in Tab. 1 zusammengestellt. 

Zur Ermittlung der carboxyl-endsténdigen Aminosaiuren bediente man sich 
des Verfahrens von Waldschmidt-Leitz und Gau8?’, der Einwirkung von 
Carboxypeptidase: 25 mg Dinitrophenylprotamin wurden in 2,5 cm? Wasser und 
0,1n NaOH zum px8,5—9,0 gelést, sodann wurde mittels 0,02n Essigséure auf py7,6 
gebracht und 1,0 cm? einer waBr. Suspension von krist. Carboxypeptidase entspr. 
2,0 mg zugefiigt, dazu zur Inaktivierung etwa vorhandenen Trypsins und Chymo- 
trypsins noch 0,02 cm* Isopropylfluorophosphat zugegeben; nach gewissen Zeit- 
abstinden wurden Proben von je 0,30 cm’ der Ansatze entnommen und die Enzym- 
wirkung durch kurzes Erhitzen im kochenden Wasserbad unterbrochen, dann 
wurde mit 0,20 cm? der Proben der Nachweis der abgespaltenen Aminosduren 
papierchromatographisch (eindimensional, absteigend, Lésungsmittelgemisch sek.- 
Butanol/88proz. Ameisenséure/Wasser 75:15:10) gefiihrt. Die Ergebnisse sind in 
Tab. 1 zusammengestellt. 


23 Vgl. den davon abweichenden Wert von —81° bei A. Kosselu. W. Staudt, 
diese Z. 159, 172 [1926]. 

4 K. Hannig, Clin. chim. Acta 4, 51 [1959]. 

25 F, Sanger, Biochem. J. 89, 507 [1945]. 

26 G. Braunitzer, Chem. Ber. 88, 2025 [1955]. 

27 A. L. Levy, Nature [London] 174, 126 [1954]. 

28 EK. Waldschmidt-Leitz. u K. GauB, Chem. Ber. 85, 352 [1952]; diese 
Z. 923, 10 [1953]. 
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Bei allen untersuchten Fischarten war nach 15 Min. Einwirkung der Carboxy. 
peptidase nur ein sehr schwacher Serinfleck zu beobachten. Nach 1 Stde. war der 
Serinfleck schwach und der Argininfleck (soweit vorhanden, s. Tab. 1) sehr schwach; 
nach 24 Stdn. waren beide Flecken stark bis sehr stark. 


Zusammenfassung 


Es wurden Baustein- und Endgruppenanalysen an den Protaminen 
von 8 verschiedenen Salmonidenarten aus den Gattungen der Felchen 
(Coregonus), der Forellen (Salmo) und der Saiblinge (Salvelinus) durch- 
gefiihrt. Sie ergaben, daB sich alle einzelnen Protamine voneinander 
durch ihre Zusammensetzung unterscheiden, also fiir die betreffende 
Fischart jeweils charakteristisch sind. 

Fiir die bei Clupein beobachtete gegenseitige Substituierbarkeit 
homologer Aminosiurepaare findet sich unter den untersuchten Prot- 
aminen kein eindeutiges Beispiel. 


Summary 


Amino acid composition and end group analyses are reported for 
the protamines of 8 different Salmonid species from the Whitefish 
(Coregonus), trout (Salmo) and char (Salvelinus) families. All individual 
protamines are different in composition and characteristic of the corre- 
sponding fish species. 

An interchange of homologous amino acids, as observed in clupein, 
was not found in these protamines. 


Prof. Dr. E. Waldschmidt-Leitz, Institut fiir Organische Chemie der Tech- 
nischen Hochschule, Miinchen 2, Arcisstr. 21. 
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Untersuchungen iiber das Verhalten der Linolensaure 
im Tierkérper* 
Von 
Heribert Wagner, Olga Wagner und Karl Bernhard ** 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Basel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Oktober 1960) 


Beeinflussungen der Fettsiurezusammensetzung der Organ- und 
Depotlipide durch Nahrungsfette lassen sich durch Gaben von Butter, 
Olivenél oder Margarine nur in einem unwesentlichen AusmaBe herbei- 
fihren!. Wird Ratten indessen mit einer normalen Diit Sonnen- 
blumen6l gefiittert, so gelingt eine ausgepriigte Anreicherung sowohl 
der Organ- als der Depotfette an Linolsiure?. 

Lein6l wird in gewissen Gegenden immer noch zur Ernahrung heran- 
gezogen. Etwa die Hilfte seiner Fettsiuren besteht aus Linolensiure 
(4*-12-15.Octadecatriensiure). Junge Ratten erhielten zur Anreicherung 
ihrer Lipidbestiinde an Linolensiure lingere Zeit eine 10% Leinél ent- 
haltende Diat. Eine Fettbelastung wurde damit vermieden, da nur 20% 
der Kalorien des Futters aus Fett bestanden. Einen Teil der Tiere haben 
wir sodann zur Ermittlung der Fettsiurezusammensetzung der Depot- 
fette und des Polyenfettsiuregehaltes zahlreicher Organe getétet. Die 
ibrigen wurden fettarm, jedenfalls linolensiurefrei ernihrt und gruppen- 
weise nach 12, 36, 67, 99 und 127 Tagen fettchemisch untersucht. Aus 
Abb. 1 sind die Resultate der gaschromatographischen Fettsiureanalyse 
des Mesenterial-, des subcutanen, perirenalen und des Genital-Fettes 
ersichtlich. Die Organfette wurden nach dem Isomerisationsverfahren auf 
ihren Gehalt an Polyenfettsiuren untersucht. Die Befunde ergeben sich 
aus Tab. 1. 


Methodik 


36 mannliche weiBe Ratten mit einem Anfangsgewicht von 50—60 g wurden 
wahrend 55 Tagen mit einer bereits mitgeteilten Grunddiat?, welcher pro 900 g 
100 g Leinél zugemischt wurde, gefiittert. Dieses Futter erganzten wir durch die 
iblichen Vitaminzusatze. Nach dieser Anreicherungsperiode erhielten die Tiere die 
erwihnte Grunddiat ohne Leinélzusatz. Es ergaben sich keinerlei Beeintrachtigun- 
gen des Wachstums oder sonstige Storungen. 


* Studien zur Biochemie der essentiellen Fettsiuren, VIII. Mitteilung (VII. 
Mitteil.: K. Bernhard u. H. Beer, Schweiz. med. Wschr. 90, 512 [1960]. 
** Vorgetragen am 5. int. Kongress fiir Ernihrung, Washington DC 1960. 
1H. Wagner, E. Seelig u. K. Bernhard, Schweiz. med. Wschr. 87, 1423 
[1957]. 
2 H. Wagner, E. Seelig u. K. Bernhard, diese Z. 318, 235 [1958]. 
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Abb. 1. Fettsaiurezusammensetzung der verschiedenen Depotfette fettfrei ernahrter 
Ratten im AnschluB an Leinélgaben. 
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Tab. 2. Prozentualer Gehalt der Organe und Fettdepots an Gesamtlipiden, 
bezogen auf das Frischgewicht. 





























Tier Nr... 1—6 7—12 13—18 19—24 25—30 | 31—36 
Tage 0 12 36 67 99 127 
Leber . 4,5 3,6 3,4 3,5 3,5 4,1 
Lunge . 4,7 5,0 5,9 4,3 4,0 5,3 
Niere 3,3 3,6 4,0 sie 3,1 3,7 
Milz 2.6 23 2,4 2.2 2,0 — 
Gehirn 8,5 8,0 8,2 Ay | 7,3 6,5 
Herz 2,8 5,4 3,0 2,9 2,4 3,5 
Haut .... 13,7 13,6 11,0 8,0 6,4 10,7 
Muskel 2,1 2,6 1,8 1,9 ye 1,9 
Knochen. . . 3,0 2,6 = | 2,8 1,9 22 
arm... . 2,5 1,9 2,6 Ay 1,7 1,4 
Thymus... 7,4 10,0 16,7 10,8 . 13,8 15,0 
Testes... . 1,7 2,2 3,2 1,8 7 1,9 
Carcass* . . . 9,0 13,4 8,2 7,9 7,5 9,0 
subcutanes Fett 65,6 59,2 62,7 47,2 56,5 52,0 
mesenteriales 

re 67,0 47,0 68,2 51,0 54,3 60,0 
perirenales Fett 82,0 77,4 80,0 83,0 82,0 87,0 
Genital-Fett . _ 79,5 85,0 92,0 84,0 85,1 80,0 


* Eviscerierter Kérper ohne Kopf. 


Aus den Organen und den sorgfaltig herauspraparierten Fettdepots erfolgte in 
iiblicher Weise durch Extraktion die Isolierung der Gesamtlipide (vgl. Tab. 2). 
Die durch Verseifung erhaltenen Fettséuren haben wir nach Isomerisierung mit 
Kalilauge spektrophotometrisch auf den Polyenfettsiuregehalt untersucht, oder 
in die Methylester umgewandelt und diese der Gaschromatographie (Beckman 
CG 2) zugefiihrt. 


Diskussion 


Die Leindlfiitterung bewirkte eine Anreicherung der Depotfette an 
Linolensaure im AusmaBe von 24,5% fiir das subcutane, 23,5% fiir das 
mesenteriale, 21,9% fiir das perirenale und 28,5% fiir das Genital-Fett. 
Mit Ausnahme des Mesenterial-Fettes erfuhren diese Gehalte bis zum 
12. Tage keine wesentlichen Anderungen, nach 36 Tagen betrugen sie 
aber viel weniger, um dann bis am 67. Tage weiterhin rasch abzufallen. 
Wir haben die Regressionsgeraden berechnet (vgl. Abb. 2), die einen 
hohen Bestimmtheitsgrad aufweisen, womit sich die Verweilzeit oder 
biologische Halbwertzeit der Linolensiure im Tierkérper (Ratte) fiir die 
Fettdepots berechnen laBt. In der Tab. 3 sind die erhaltenen Werte ein- 
getragen und gleichzeitig den friiher fiir Linol- und Erucasiure* ermit- 
telten gegeniiber gestellt. Mit Ausnahme des Wertes fiir das Genital-Fett 
sind sie durchweg niedriger als diejenigen fiir die Linolsiure, aber jeden- 
falls viel héher als die Halbwertzeiten der gleichfalls kérperfremden, 


3H. Wagner, E. Seelig u. K. Bernhard, diese Z. 312, 104 [1958]. 
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aber nicht essentiellen Erucasiure. Auch die Linolensiure wird in den Fett- 
depots stark angereichert und laingere Zeit zuriickgehalten. 
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Abb. 2. Abnahme des Linolensaéuregehaltes in den verschiedenen Depotfetten 
(Regressionsgerade). 














Tab. 3. Halbwertzeiten (Tage) fiir die Linolen-, Linol- und Erucasaure der Fett- 
depots von Ratten. 























Fett Linolensaure Linolsaure Erucasaure 
Genital .... 76 75 31 
Subcutan ... 55 77 — 
Mesenterial . . 46 65 25 
Perirenal ... 51 60 18 


Die gaschromatographischen Analysen erlauben die nach Sistierung 
der Leinélzufuhr unter dem EinfluB der fettarmen Ernihrung eintreten- 
den Veriinderungen der Fettsiurezusammensetzung der Depots zu erfas- 
sen. In allen Fallen war ein ausgepragter Anstieg der Olsiure feststellbar, 
die offenbar anstelle der Linolensaure tritt, womit der ungesittigte Cha- 
rakter der Depotfette der Ratte gewahrt bleibt. Nachdem Leinél etwa 
15% Linolsiure aufweist, ist der Gehalt von 13—15% an dieser Verbin- 
dung verstaindlich. Wahrend im subcutanen und mesenterialen Fett 
auch diese Komponente in der Folge merklich absank, blieb ihr Gehalt im 
perirenalen und Genital-Fett nach Sistierung der Fettzufuhr unver- 
andert. Fir die Palmitinsiure konnte ein Anstieg festgestellt werden. 
Desgleichen nahm die Palmitoleinsiure zu, eine Erscheinung, die sich 
stets bei fettarmer Ernihrung beobachten 1aBt. Die prozentualen Anteile 
an Stearin- und Myristinsiure erfuhren wihrend der ganzen Versuchs- 
dauer von 127 Tagen keine Anderung. 

Unsere Untersuchungen wurden auf eine groBe Zahl von Organen 
ausgedehnt, wobei indessen nur der Polyenfettsiuregehalt ermittelt 
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wurde. Das Ausma8 der Anreicherung an Linolensiure war deutlich ver. 
schieden, verglichen mit den Depotfetten. Leber, Lunge und Muskule tur 
enthielten etwa gleichviel (15,6%, 15,3%, 17,4%), Darm und Thyrus 
rund 20%, Niere, Milz, Herz, Testes, Blutplasma und Erythrocyten ei wa 
10% Linolensiure. Am wenigsten liBt sich das Gehirn an Linolensiiure 
anreichern, sein Gehalt ist mit 5,1°% von allen Organen der niedrigste. 
Auch in diesen Organen tritt nach Sistierung der Leinélzugaben zum 
Futter natiirlich ein Abfall an Triensiure ein, wobei aber oft noch nach 
127 Tagen ansehnliche Werte (5% in der Niere, 7,7°% in den Testes) an. 
getroffen wurden. Viel Linolensiiure enthalten Carcass und vom subcu- 
tanen Fett befreite Haut (Rattenfell). 

Die Gehalte an Hexaensiure sind in der Leber, in der Muskulatur 
und im Herz, ferner im Gehirn nicht unbetrichtlich. 


Wir danken dem Schweizerischen Nationalfonds fir die Unterstiitzung 
dieser Arbeit. 


Zusammenfassung 


Wachsenden Ratten wurde mit einer normalen Diat Lein6l gefiit- 
tert, womit eine Anreicherung der Depotfette an Linolensiure im Aus- 
maBe von 22—28%, der Organfette von 5—15% eintrat. Im Verlaufe 
einer anschlieBenden 127 Tage dauernden fettarmen, auf jeden Fall aber 
linolensiurefreien Ernihrung wurden in Intervallen die Abnahmen im 
Polyenfettsiuregehalt der Organlipide und Fettdepots, ferner die Ver- 
iinderungen der Fettsiurezusammensetzung der Depotfette untersucht. 
Der Linolensaure-Abnahme folgte stets eine Zunahme an Olsiure. 

Die Verweilzeit oder Halbwertszeit der Linolensiure im Organismus 
der Ratte konnte fiir das subcutane Fett zu 55, fiir das mesenteriale Fett 
zu 46 Tagen berechnet werden und ist damit bedeutend hoher als fiir die 
iiblichen Fettsiuren der Depotfette. 


Summary 


A normal diet with linseed oil was fed to growing rats. The linolenic 
acid content of depot fats increased by 22—28°%%, that of the organ fats 
by 5—15%. Decreases of polyenoic acids in the organ lipids and fat 
depots, and changes in the fatty acid composition of depot fats, have been 
followed over an inclusive 127 day experimental period, during which 
the diet was poor in fat and contained no linolenic acid. The decrease of 
linolenic acid was always followed by an increase of oleic acid. 

The half life of linolenic acid in the rat was calculated as 55 days for 
subcutaneous fat and 46 days for mesenterial fat, which is significantly 
higher than for the usual fatty acids of depot fat. 


Prof. Dr. Karl Bernhard, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, 
Basel, Vesalgasse 1. 











vers¢ 
daB 
eine! 
Priif 
derat 
such 
einw 
setzt 
Hyd 
entst 
Nitr 


Amir 
artig 
bori 
siure 
sich 

reakt 
aus d 
und 

fiihrt 
Aust: 


a a & & @ oh = hed me 


silat, 











Die Polymerisation von a-Ammo-propionitril 
an mineralischen Tragern als Modell fiir die primaire 


Bildung von Eiweifstoffen auf der Erde 
Von 
Giinter Losse und Klaus Anders 
Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Universitit Halle (Saale) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. August 1960*) 


Auf Grund geochemischer und anderer Uberlegungen vertreten heute 
verschiedene Forscher wie Oparin!, Urey? und Pirie®® die Ansicht, 
da die Erde im Urzustand eine reduzierende Atmosphire besaB, die aus 
einem Gemisch von CO, CO,, CH,, Nz, H, und NH, bestanden hat. Zur 
Priifung der Bildungsméglichkeiten organischer Verbindungen aus einer 
derartigen Atmosphiire wurden von Miller*> und anderen Autoren Ver- 
suche ausgefiihrt, in denen sie diese oder ihnliche Gasgemische Energie- 
einwirkungen wie elektrischen Entladungen oder UV-Bestrahlung aus- 
setzten. Sie erhielten dabei neben anderen Verbindungen Aminosiuren, 
Hydroxysiuren, Blausiure, Aldehyde und Ammoniak?. Aminosiiuren 
entstehen unter Energieeinstrahlung ferner auch aus Aldehyden und 
Nitraten oder aus Carbonsiuren und Ammoniak®. 

Nach Untersuchungen von Fox® kénnen sich die so gebildeten freien 
Aminosiuren bereits durch thermische Polykondensation zu eiweib- 
artigen Polypeptiden mit statistischer Bausteinfolge vereinigen. Aka- 
bori’ nimmt dagegen im Hinblick auf die Reaktionstrigheit der Amino- 
siuren und den hohen Energiebedarf einer solchen Umsetzung an, daB 
sich die ersten Proteine auf der Erde durch Polymerisation der sehr 
reaktionsfihigen «-Amino-nitrile gebildet haben. Diese entstehen leicht 
aus den Reaktionsprodukten der Uratmosphire — Aldehyden, Blausiiure 
und Ammoniak — durch eine Strecker-Synthese. Ihre Polymerisation 
fiihrt zunichst zu Polyaminosiuren, die sich dann durch gegenseitigen 
Austausch von Peptidresten oder nachtrigliche Einfiihrung von Substi- 


* Die Angaben iiber die Molekulargewichtsbestimmung wurden am 5. Januar 
1961 nachgereicht. 
1 A. I. Oparin, Die Entstehung des Lebens auf der Erde, 3. Aufl., VEB 
Dtsch. Verlag d. Wissenschaften, Berlin 1957. 
2 Zusammenfassung A. Wacker, Angew. Chem. 70, 519 [1958]. 
N. W. Pirie, New Biol. 16, 41 [1954]. 
8. L. Miller, Science [Washington] 117, 528 [1953]. 
8. L. Miller, J. Amer. chem. Soc. 77, 2351 [1953]. 
Zusammenfassung S. W. Fox, Science [Washington] 132, 200 [1960]. 
8S. Akabori, Kagaku [Science] 25, 54 [1955]. 
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tuenten in eiweiBartige Polypeptide mit wechselnden Aminosaure au. 
steinen umwandeln kénnen*’. 

Um diese Ansicht zu stiitzen, haben wir synthetisch gewonnenes q. 
Amino-propionitril unter Verwendung von Bleicherde als Trager Poly. 
merisationsversuchen unterworfen, indem wir es mit der doppeiten 
Tragermenge 50 Stdn. auf 80° bzw. 5 Stdn. auf 130° erhitzten. Unter 
diesen Bedingungen setzte sich der gréBte Teil (60%) des eingesetzten 
Nitriles iiber die Polyamidinstufe zu Polyalanin um. 


n H,N—CH—C=N ——+ (—ux—cx—c—) ae (—ss—cH—c bi 

do, bu, NH bar. " 
Die Polymerisate zeigten in befriedigender Ubereinstimmung die fiir 
Polyalanin berechneten Analysenwerte, gaben als héhere Polypeptide 
keine Ninhydrinreaktion und lieferten ein Polypeptid-IR-Spektrum. Die 
quantitative Endgruppenbestimmung mittels 2.4-Dinitro-fluorbenzols 
lieferte ein mittleres Molekulargewicht der GréBenordnung 20000. Auf 
Grund dieser und ihrer chemischen Eigenschaften lieB sich eine weit- 
gehende Ubereinstimmung der Polymerisate mit authentischem Poly. 
alanin feststellen, welches durch Polymerisation iiber den Leuchs’schen 
Koérper gewonnen wurde. Die Hydrolyse des Polymerisates fiihrt in 
70proz. Ausbeute zum Alanin. Im Polymerisationsprodukt selbst lieBen 
sich nur Spuren von Alanin und Alanyl-alanin papierchromatographisch 
feststellen. 

Die bei diesen Umsetzungen verwendeten Tragersubstanzen be- 
saBen auf Grund ihrer adsorptiven Eigenschaften einen deutlich reaktions- 
fordenden Effekt, denn beim Erhitzen von «-Amino-propionitril ohne 
Trager unter sonst gleichen Bedingungen wurde nur unverandertes Nitril 
und «.«'-Imino-dipropionitril, NH(CH(CH,)CN),, gewonnen. 

Die auf diese Weise leicht und reichlich aus ihren niedrigen Nitrilen 
entstehenden verschiedenartigen Polyaminosiuren kénnen_prinzipiell 
Teile ihrer Peptidketten gegenseitig austauschen oder anderweitig ge- 
bildete Peptidreste® einbauen, sich also in eiweiBartige Polypeptide mit 
wechselnden Aminoséiuren umgruppieren. 

Neben anderen heute diskutierten Méglichkeiten kann so die Poly- 
merisation der Amino-nitrile als ein Weg fiir die primare Bildung von 
Proteinen auf der Erde angesehen werden. 


Beschreibung der Versuche 
1. x-Amino-propionitril 
Die Verbindung wurde durch eine Strecker-Synthese gewonnen®. Ausb.: 90%, 
d. Th.; Schmp. des Hydrochlorides: 112—115°. Da die rohe Verbindung durch 
x.o’-Imino-dipropionitril und andere Produkte verunreinigt war, wurde sie einer 
wiederholten fraktionierten Destillation im Vak. unterworfen. Das reine Nitril ging 
bei 43° und 3—4 Torr iiber. 


8 J. V. Dubsky, Ber. dtsch. chem. Ges. 49, 1048 [1916]. 
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C,;H,N, (70,2) Ber. C 51,43 H 8,58 Gef. C 52,03 H 8,40 
Ausb.: 50°%, d. Th., bezogen auf das rohe Produkt. 


2. Polymerisation des x-Amino-propionitrils an Bleicherde 
a) 13 g destillativ gereinigtes x-Amino-propionitril und 25 g handelsiiblicher 
Bleicherde wurden gut miteinander vermischt, so daB8 das Nitril véllig von 
dem Adsorbens aufgesaugt wurde, und im Bombenrohr 50—60 Stdn. auf 80° 
erhitzt. 

Zur hydrolytischen Uberfiihrung des gebildeten Polyamidins in Polyalanin 
und zur Extraktion des Polypeptides wurde der Inhalt des Rohres mit 300 cm* 
Wasser 5 Stdn. auf 50° erwarmt, die waBr. Lésung dann im Vak. auf 100 cm* 
eingeengt und zur Entfernung von Verunreinigungen wie x.«’-Imino-dipropio- 
nitril im Kutscher-Steudel-Apparat mit Ather extrahiert. Beim Kindampfen der 
waBr. Lésung im Vak. bei 40° bis zur Trockne hinterblieb ein sirupéser Riick- 
stand, der durch wiederholtes Verriihren mit absol. Athanol und anschlieBendes 
Abdestillieren fest wurde. Ausb. 8,0 g, entspr. 60% d. Th. 

9 g reines Nitril wurden mit 25 g Bleicherde vermischt und im Bombenrohr 
6 Stdn. auf 130—140° erhitzt. Die Aufarbeitung erfolgte wie unter a) beschrieben. 
Ausb.: 55—65% d. Th. 

Die so gewonnenen Produkte waren gelbliche spréde bis glasige Massen, die 
beim langeren Stehenlassen an der Luft in hochviskose Sirupe iibergingen. Sie waren 
unlislich in absol. Athanol, Ather, Petrolather, Aceton, Chloroform und Kssig- 
ester, léslich in Wasser, Dimethylformamid, Ameisensaiure und m-Kresol und zeig- 
ten damit die fiir Polypeptide charakteristischen Léslichkeitseigenschaften. Zer- 
setzungspunkt: 310°. 


= 
= 


Alanin C,H,NO, (89,2 Ber. C 40,40 H 7,90 N 15,70 
Polyalanin (C3;H;NO),, (71,2-n) Ber. C 50,81 H 7,05 N 15,72 
x.x’-Imino-dipropionitril C,H,N, (123,2) Ber. C 58,51 H 7,32 N 34,12 


Die bei simtlichen Polymerisationsprodukten gefundenen Werte lagen in dem 
Intervall: 

Gef. C 48,00—51,60 H 7,00—8,01 N 17,25—20,70 
Die hohen Stickstoffwerte miissen auf Polyamidin-Reste oder fest adsorbiertes 
Imino-dipropionitril zuriickgefiihrt werden. 


3. Papierchromatographische Untersuchung 

Es wurde eindimensional unter Verwendung von Propanol/Wasser 3:1 nach 
der vergleichenden Methode gearbeitet. 

Die Polymerisationsprodukte des «-Amino-propionitrils lieferten keine nin- 
hydrinpositive Reaktion. Spuren von Alanin und Alanylalanin waren nachweisbar. 

Das Polyalanin wurde anschlieBend der Hydrolyse durch 50stdg. Erhitzen 
mit 6n HCl im Bombenrohr auf 105° unterworfen. Nach Abdestillieren der Salzsiure 
und Aufnahme in Wasser war ausschlieBlich Alanin in stark positiver Reaktion 
nachweisbar. 


4. Kolorimetrische Bestimmung des Alaningehaltes in den 
Hydrolyseprodukten 

Um Angaben iiber die Menge des bei der Hydrolyse gewonnenen Alanins 
machen zu kénnen und damit quantitative Anhaltspunkte iiber den Polypeptid- 
anteil der rohen Polymerisationsprodukte zu gewinnen, wurde der Alaningehalt im 
Hydrolyseprodukt auf kolorimetrischem Wege durch Antarbung mit Ninhydrin- 
reagenz bestimmt’. 

Standardlésung: 1 mg Alanin in 1 cm*® Wasser. 


9» §. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 211, 907 [1954]. 








Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie, 323 8 














114 Ginter Losse und Klaus Anders, Bd. 323 (1 961) 


Die Hydrolyseprodukte (6n HCl, 50 Stdn., 105°) von aus x«-Amino-propior ‘tril 
gebildetem Polyalanin zeigten eine Absorption von 70°,,, bez. auf die Stand ird. 
lésung, d. h. die 1 Mol Alanin entsprechende Menge des Polymerisationsprodu «tes 
lieferte 0,7 Mol Alanin. 

Die Hydrolyse eines zu Vergleichszwecken aus dem Leuchs’schen Kérpe (s, 
unten) synthetisierten reinen Polyalanins fiihrte unter gleichen Bedingungen in 
gleicher Ausbeuten zum Alanin. Der Fehlbetrag von 30°, muB auf Substanz ver. 
luste waihrend der Hydrolyse zuriickgefiihrt werden. 


5. Molekulargewichtsbestimmung 

0,102 g dinitrophenyliertes!® Polyalanin wurden 24 Stdn. mit 6x HCI bei | 00° 
hydrolysiert und nach Abdampfen der Salzsiure im Vak. in 5 em* Wasser auige- 
nommen. Dieser Lésung wurden genau abgemessene aliquote Teile von 0,1—0,2 em 
entnommen und papierchromatographisch (aufsteigende Methode, Butanol/ iis. 
essig/Wasser 4:1:5) das N-[2.4-Dinitro-phenyl]-alanin abgetrennt. Nach dem 
Eluieren der DNP-Alaninflecke mit 1proz. waBr. Hydrogencarbonatlésung (15 Min. 
bei 55°) wurde im Spektrophotometer bei 360 my die Extinktion gemessen. 

Zur Kontrolle der gefundenen Werte wurden genau bekannte DNP-Alanin- 
Mengen zwischen 10 und 40 y mitchromatographiert, auf die gleiche Weise eluiert 
und bei 360 my die Extinktion bestimmt. 


6. Polymerisationsversuche ohne Trager 
«-Amino-propionitril wurde ohne Trager, jedoch unter sonst gleichen Bedin- 
gungen wie oben erhitzt und weiterverarbeitet. Es wurde eine rotgelbe Fliissigkeit 
gewonnen, die aus einem Gemisch von unverandertem «-Amino-propionitril und 
x.x’-Imino-dipropionitril bestand. 


a-Amino-propionitril C,H,N, (70,2) Ber. C 51,43 H 8,58 N 40,00 
x.«’-Imino-dipropionitril C,H,N, (123,2) Ber. C 58,51 H 7,32 N 34,12 
Gef. C 55,60 H 7,81 N 38,90 
Durch fraktionierte Destillation bei 3—4 Torr konnte das Produkt in die bei- 
den Komponenten zerlegt werden. 
a-Amino-propionitril: Sdp. 5-4: 43° 


x.x’-Imino-dipropionitril: Sdp.,—;: 120—125° 
Gef. C 58,03 H 7,26 N 33,81 


7. Darstellung von Poly-t-alanin 

L-Alanin-N-carboanhydrid: Aus der Aminosiure und Phosgen in absol. 
Tetrahydrofuran" bei 45°; Schmp. 92°, Ausb.: 46% d. Th. Poly-t-alanin: 3 g 
L-Alanin-N-carboanhydrid wurden in Nitrobenzol bei Gegenwart von etwas 
Diathylamin 6 Stdn. bei 50° oder durch Istdg. Stehenlassen in absol. athanolischer 
Lésung bei Zimmertemperatur und anschlieBendes Erwarmen polymerisiert und das 
gebildete Poly-t-alanin aus der Reaktionslésung mit Ather ausgefallt. Ausb.: 64° 
d. Th. Zersetzungspunkt: 315°. 

Gef. C 49,81 H 7,80 N 17,20 
[x]: —7,5° (c = 2,0, in Wasser). 

Poly-t-alanin zeigte keine ninhydrinpositive Reaktion und die gleichen Lés- 
lichkeitseigenschaften wie die aus Amino-propionitril gewonnenen Produkte. Nach 
der Totalhydrolyse (6 Stdn. mit 6n HCl bei 105°) wurde in 70proz. Ausb. L-Alanin- 
hydrochlorid gewonnen. 

[a]: -+13,0° (c = 2,5 in In HCl). 


10 F. Sanger, Biochem., J. 39, 507 [1945]; F. Turba, Chromatographi- 
sche Methoden in der Proteinchemie, S. 285, Springer-Verlag, Heidelberg 1954. 
1 J. L. Bailey, J. chem. Soc. [London] 1950, 3461. 








Bd. 


zu 
auf 
das 


forn 
prot 
by \ 








Bd. 323 (1961) Modell fiir die primare Bildung von EiweiBstoffen auf der Erde 115 


Zusammenfassung 


Es wird die Polymerisation von «-Amino-propionitril an Bleicherde 
zu Polyalanin als Modell fiir die urspriingliche Bildung von Proteinen 
auf der Erde beschrieben. Eine deutliche Reaktionsbeeinflussung durch 
das Adsorbens im Sinne eines Triagereffektes wurde dabei beobachtet. 


Summary 


The polymerisation of «-amino-propionitrile on fuller's earth, to 
form polyalanine, is described as a model for the original formation of 
proteins on the earth. The absorbent markedly influences the reaction 
by virtue of a carrier effect. 


Doz. Dr. Giinter Losse, Institut der Universitat Halle (Saale), Weinbergweg 
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Der Mechanismus der Zimmermann-Reaktion (1935-1960) 
Darstellung des 16-[acz-2.4-Dinitro-phenyl]-androsterons 
Von 


Otto Neunhoeffer*, Klaus Thewalt und Wilheim Zimmermann 


Aus dem Hormonlaboratorium des Instituts fiir Hygiene und Mikrobiologie der Universitit, Homburg 
(Saar) (Direktor: Prof. Dr. Dr. W. Zimmermann) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. November 1960) 


Die m-Dinitrobenzol-Reaktion auf Ketosteroide! wird seit nunmehr 
25 Jahren zur Bestimmung der 17-Ketosteroide angewandt. Sie ist ein 
Sonderfall einer Reaktion, die ganz allgemein zwischen Methylenketo- 
Verbindungen, aromatischen Polynitrokérpern und Alkali eintritt. Erst- 
malig wurden solche Farbreaktionen von Jaffe? mit alkalischer Pikrin- 
siurelésung fiir Kreatinin angegeben. Die Reaktion von m-Dinitrobenzol 
mit Aceton wurde von Janovsky* und Bitto* zuerst beschrieben. Zum 
chemischen Mechanismus der Reaktion nahm Zimmermann 1936 eine 
C—C-Kondensationsverbindung zwischen der «-Methylengruppe des 
Cyclopentanonringes D der 17-Ketosteroide und dem m-Dinitrobenzol an, 
die Struktur I haben sollte®, wihrend Reissert® eine N—C-Bindung (II) 
an der p-Nitrogruppe und Anslow und King’ eine N—O—C-Bindung 
(III) angenommen hatten. 





NO, | y OH OH 
} | N. | N. 
A | Ps, ON A 
| | | Ke fee all | ! 
\Z\xo | VW VY 
R—COL. /\ “~? | | | 
SCH H O—N—OH O=N—OH 
R’ | 
R—CO—CH, O 
| 
R—C=CH, 
I II Til 


* Als Gast (bis jetzt Humboldt-Universitat Berlin). 
W. Zimmermann, diese Z. 288, 257 [1935]; 245, 47 [1937]. 
M. Jaffe, diese Z. 10, 390 [1886]. 
J. V. Janovsky u. L. Erb, Ber. dtsch. chem. Ges. 19, 2155 [1886]. 
B. v. Bitt6, Liebigs Ann. Chem. 269, 377 [1892]. 
W. Zimmermann, Dissertat. Bonn 1936. 
6 A. Reissert, Ber. dtsch. chem. Ges. 37, 831 [1904]. 
7 W. K. Anslow u. H. King, J. chem. Soc. [London] 1929, 1210. 
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Es war aber damals aus Materialmangel nicht méglich, die postu- 
lierte Steroid-Verbindung priparativ darzustellen. 1955 wurde dann von 
Zimmermann auch eine Anlagerungsverbindung diskutiert®. Im fol- 
genden wird die Darstellung der Kondensationsverbindung I, ausgehend 
vom Androsteron beschrieben. Untersuchungen mit dem Ziel, eine gleich 
gebaute Modellsubstanz zu isolieren, sind im Gang. 

Zimmermann? hatte bei aihnlich gebauten Verbindungen durch 
Zn-Staub-Destillation eine C—C-Bindung zwischen einer aktivierten 
Methylengruppe und dem Nitrokérper nachgewiesen. Er isolierte damals 
u.a. die Alkali- und Schwermetallsalze zwischen Trinitrobenzol und Cyclo- 
hexanon, sowie zwischen m-Dinitrobenzol und Phenol und wies spezi- 
fische Absorptionsmaxima dieser meist stark farbigen, amorphen Ver- 
bindungen nach’. Eine bis jetzt ungeklirte, aber immer wieder gefundene 
Eigentiimlichkeit dieser Verbindungen besteht darin, daB pro Nitrosiure- 
gruppe 4% Aquivalent iiberschiissigen Alkali- oder Erdalkalihydroxyds 
so fest okkludiert wird, daB eine Abtrennung nicht méglich ist®. Nach 
einer aihnlichen Arbeitsmethodik wurde nun das 16-[aci-2.4-Dinitro- 
phenyl ]-androsteron erhalten. 

Das Umsetzungsprodukt von 1 Mol. Androsteron, 1 Mol. m-Dinitro- 
benzol und 2 Moll. KOH in absol. Athanol ist in diesem so leicht léslich, 
da es nur durch Abdampfen des Athanols als tief schwarzblaue, amorphe 
Masse gewonnen werden kann. Aus dieser wurde iiberschiissiges Alkali 
mit wenig eiskaltem Athanol, die iibrigen Nebenprodukte mit reichlich 
Benzol ausgezogen. Die filtrierte benzolische Lésung war orange. Beim 
Einengen dieser Lésung fielen dunkel-orange Kristalle aus, welche mit 
Zinn zu einer farblosen Verbindung reduziert wurden, die mit Nitrit die 
Bismarck-Braun-Reaktion ergab. Die benzolische Lésung zeigte die 
charakteristische Absorptionsbande der Azogruppe zwischen 420 und 
500 mu. Auf Grund dieser Befunde und der charakteristischen Léslichkeit 
konnte es sich nur um bei der Umsetzung als Nebenprodukt entstandenes 
3.3’-Dinitro-azobenzol handeln. 3.3’-Dinitro-azoxybenzol wurde ausge- 
schlossen durch die Léslichkeit, das Absorptionsspektrum, sowie durch 
den Befund, da8 mit konz. Schwefelsiure keine Umlagerung zum 3.3’- 
Dinitro-4-hydroxy-azobenzol stattfindet. 

Die Analyse des Kaliumsalzes aus der Umsetzung von Androsteron 
mit m-Dinitrobenzol wies auf eine Verbindung mit folgender Summen- 
formel hin: 


KC,;H,,N,0,- 0,5 KOH 


Die charakteristische Absorptionsbande des Farbstoffs hat ihr 
Maximum bei etwa 530 my. Nach den theoretischen Ableitungen von 
H. Kuhn® wiirde das unter der Voraussetzung vollig ungestérter Meso- 
merie einem resonanzfihigen z-Elektronensystem von etwa 9,5 Elektro- 








8 W. Zimmermann, Chemische Bestimmungsmethoden von Steroidhormo- 
nen in K6rperfliissigkeiten, S. 56, Springer-Verlag, Heidelberg 1955. 
® H. Kuhn, Z. Elektrochem. angew. physik. Chem. 58, 65 [1949]. 
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nen entsprechen. Das System ist jedoch nicht ungestért, da der violctt- 
rote Farbkomplex Solvatochromie zeigt, d. h. die Lage des Absorptions- 
maximums ist vom Lésungsmittel abhingig. Die Lésungen in der homo. 
logen Reihe der Alkohole zeigen mit steigendem Molekulargewicht einen 
bathochromem Effekt. Das absorbierende Elektronensystem ist daier 
unsymmetrisch und mu gréBer sein, als auf Grund der unkorrigierten 
Kuhnschen Ableitungen. Je nach der Unsymmetrie kommen 10 oder 12 
Elektronen in Frage. 

Ein solches System ergibt sich zwanglos, wenn man den folgenden 
Reaktionsmechanismus annimmt: Das m-Dinitrobenzol addiert in Gegen- 
wart des Alkalis in p-Stellung zu einer Nitrogruppe das Carbeniat-Ion des 
Ketons zu der im Reaktionsmedium wenig stabilen Verbindung I. Diese 
wird zu IV, dem eigentlichen Farbstoff dehydriert, wobei die Nitro. 
gruppen des im Uberschu8 vorhandenen m-Dinitrobenzols die Rolle des 
Oxydationsmittels itibernehmen. Das resonanzfihige Elektronensystem 
wird demnach durch die Grenzzustiinde [Va und [Vb umschrieben. Es 
stimmt mit der theoretisch geforderten Elektronenzahl tiberein. 





Nog ‘i ~ 
| 
| eh, JN 
i, i ge 
“ 7 r y 
R—C. NO: St aes NNO 
C CH 
RY RY R” 
IVa IVb IVe 


DaB unsere Auffassung richtig ist, beweist die Isolierung des Re- 
duktionsproduktes des m-Dinitrobenzols, des 3.3’-Dinitro-azobenzols. 
3.3’-Dinitro-azoxybenzol, welches auch schon durch Reduktionswirkung 
des Athanols in alkalischem Medium entstehen kann, wurde nicht ge- 
funden. Das 3.3’-Dinitro-azobenzol muB sich also von einem anderen 
Dehydrierungsmechanismus herleiten, der von uns durch die Dehydrie- 
rung der CH—CH-Bindung des Kondensationsproduktes erklart wird. 
Die Dehydrierung von I zu IV muBte sich auch durch andere Oxydations- 
mittel bewerkstelligen lassen, insbesondere sollte bei der Verwendung 
von Keton und -m-Dinitrobenzol im Molverhiltnis 1:1 ein gesondertes 
Oxydationsmittel zu einer Verstirkung der Farbstoffbildung fiihren, 
wobei auBerdem das stérende 3.3’-Dinitro-azobenzol nicht auftreten 
diirfte. Ein Ansatz mit der 3fachen theoretischen Menge an PbO, zeitigte 
in der Tat ein Produkt von einheitlich schwarzvioletter Farbe, das kér- 
nige Struktur besaB und sich in Athanol mit iiber langere Zeit stabiler 
Farbung léste. Umgekehrt tritt die Farbstoffbildung nicht auf, wenn man 
in Gegenwart eines Reduktionsmittels (Sulfit) arbeitet. Damit diirfte die 
Struktur der Verbindung gesichert sein. 
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In Ubereinstimmung mit unserer Formulierung ist die Tatsache, 
dali Diisopropylketon nicht das erwartete Umsetzungsprodukt V liefert. 


NOs 
H,C CH, 
cH—co— ce ae. Nog 
H,C CH, 
Vv 


Unter den gleichen Reaktionsbedingungen wie oben firbt sich das Re- 
aktionsgemisch nach einer kurzlebigen Violettfarbung schnell rotbraun. 
Das eingesetzte Keton sowie das m-Dinitrobenzol lassen sich jedoch weit- 
gehend unverandert zuriickgewinnen. Mit diesem Befund erscheint die 
Hypothese berechtigt, daB das Gleichgewicht der Anlagerung des chino- 
iden m-Dinitrobenzol-Systems in «-Stellung zu einer Carbonylgruppe 
erst durch die Méglichkeit, das energetisch stark begiinstigte Resonanz- 
system [Va<>IVb auszubilden, im Sinne der Farbstoffbildung verscho- 
ben wird. Wo diese Méglichkeit fehlt, bildet sich lediglich ein kurzlebiges, 
stark farbiges Addukt, das in seinem visuellen Eindruck mit dem zur 
Analyse dienenden Farbstoff weitgehend iibereinstimmt, bzw. es ent- 
steht ein nicht gefiirbtes Kondensationsprodukt. DaB das Addukt bei 
der Routineanalyse nicht auftritt, halten wir fiir eine Folge der groBen 
Verdiinnung. 

Der bei der Zimmermann-Reaktion nach einiger Zeit stattfin- 
dende Farbumschlag von violett nach rosabraun ist offenbar auf die Bil- 
dung einer Verbindung der Struktur [Vc durch Hydrolyse und Verschie- 
bung des sauren Wasserstoffatoms zu erkliren. Die goldgelbe Verbin- 
dung IVe lieB sich isolieren und konnte mit athanolischem Alkali in die 
violettrote Lésung des Alkalisalzes in langsamer Reaktion zuriickverwan- 
delt werden. 

Arbeiten iiber eine Nutzanwendung dieser Erkenntnisse auf die 
Routineanalyse sind im Gange. 


Wir danken Herrn Prof. Dr. Eistert, Universitat Saarbriicken, fiir Anregun- 
gen, Herrn Prof. Dr. Criegee, Techn. Hochschule Karlsruhe, fiir die Anfertigung 
der IR-Spektren in seinem Institut und der Firma Schering AG, Berlin, fiir die 
Uberlassung von Androsteron. 


Beschreibung der Versuche 


1. Darstellung des 16-[aci-2.4-Dinitro-phenyl|-androsterons als 
Kaliumsalz: 2g Androsteron (7mMol) gelést in 50 ml absol. Athanol werden in 
einem Dreihalskolben mit Stickstoffzufuhr, Riihrer, Tropftrichter und NaOH Réohr- 
chen mit einer absol. athanol. Lésung (15 ml) von 0,6 g KOH (11mMol) und 2 g 
PbO, gemischt. In die Lésung 148t man dann langsam unter dauernder N,-Zufuhr 
die Lésung von 1 g m-Dinitrobenzol (6mMol) in 70 ml absol. Athanol einlaufen. 
Bei den ersten Tropfen tritt bereits leichte Violettfarbung ein, die sich gegen Ende 
der bei Zimmertemperatur und ohne sichtliche Warmeténung ablaufenden Reaktion 
zu einem tiefen Schwarzviolett vertieft ; PbO, wird abfiltriert. Nach Abdestillieren 
des Alkohols wird die feste schwarze Masse 2Stdn. mit Benzol unter RiickfluB extra- 
hiert und von Spuren unverbrauchter Ausgangssubstanzen gereinigt. Durch 3maliges 
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Waschen mit eiskaltem verdiinntem Athanol wird evtl. noch vorhandenes Kalixm. 
hydroxyd entfernt. Ausb. 3,4 g (98% d. Th.). Die Substanz sintert bei etwa 200°, 
bei 250° tritt unter Aufblahung starke Zersetzung ein. 

Léslichkeit: Wasser (gelbbraun), Essigsaiure (gelbbraun), Alkohol (violett), 
Methanol, Propanol-(1), Propanol-(2) (violett), Butanol (violettrot), Pentanol (vot- 
braun), Aceton (violett), Pyridin (violett). Schwerléslich in Ather, unléslich in 
Benzol, Toluol, Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff. 


2. Silbersalz: 0,1 g des Kaliumsalzes werden in Wasser gelést, mit 10 ml 
5proz. Silbernitratlésung in der Kalte versetzt. Der flockige, dunkelbraune Niecer. 
schlag wird abfiltriert, mehreremale mit Wasser gewaschen und getrocknet. Ausb. 
95% d. Th. 

Schwarz glanzende, amorphe Substanz, unléslich in Wasser. Léslich in Essig- 
siure, jedoch nicht in Mineralsiuren. Léslich in Pyridin, wobei evtl. die Bildung 
eines Ag-Pyridino-Komplexes zu diskutieren ist. 

3. 16-[2.4-Dinitrophenyl]-androsteron: 1 g des Kalziumsalzes wird 
in 100 ml verd. Salzsaure gelést und iiber Nacht stehen gelassen; es fallt ein flocki- 
ger, dunkelbrauner Niederschlag aus, welcher mit Butanol extrahiert wird. Nach 
Waschen bis zur Saurefreiheit wird das Lésungsmittel abdestilliert. Der verbiei- 
bende Riickstand wird in wenig heiBem Methanol gelést und nach Erkalten mit 
Wasser ausgefallt. Nach Trocknen bei 100° verbleiben goldgelbe Kristalle. 


C,;H3.N.0, (456,5) Ber. C 65,8 H7,1 N6,1 
Gef. C 65,4 H7,2 N65,8 
Mol.-Gew., des Kaliumsalzes n. Rast: 508, ber. 495,4. 


Zusammenfassung 


Bei der Farbreaktion von 17-Ketosteroiden handelt es sich offenbar 
um eine Addition des Carbeniat-[ons des Ketons in Gegenwart von Alkali 
an m-Dinitrobenzol in chinoider Form; jedoch wird die friiher angenom- 
mene einfache CH—CH-Bindung zwischen Steroid und Dinitrobenzol 
durch iiberschiissiges m-Dinitrobenzol zu einer Doppelbindung dehydriert, 
so daB ein resonanzfihiges Elektronensystem mit charakteristischer Ab- 
sorptionsbande entsteht. Das Farbsalz wurde priparativ dargestellt und 
analysiert. 


Summary 


The colour reaction of 17-oxosteroids apparently involves the addit- 
ion of the carbeniate ion of the ketone to the quinoid form of m-dinitro- 
benzene in the presence of alkali. It is now found, however, that excess 
m-dinitrobenzene dehydrogenates the previously proposed simple CH— 
CH bond between steroid and dinitrobenzene, to form a double bond, 
thus an electron system, capable of resonance and with characteristic 
absorption bands, is produced. The coloured salt has been prepared and 
analysed. 


Prof. Dr. W. Zimmermann, Institut fiir Hygiene und Mikrobiologie der Uni- 
versitat des Saarlandes, Homburg (Saar), Landeskrankenhaus Bau 5. 
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Desoxyribonucleasen in Pseudomonas aeruginosa 
Von 
Wilhelm Guschlbauer* und Frank E. Halleck 


Departments of Chemistry and Biological Sciences, Loyola University, 
Chicago 26, Illinois, USA 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Dezember 1960) 


Seit K unitz! iiber die Kristallisation der pankreatischen Desoxyribonuclease** 
berichtete, wurden zahlreiche ahnliche Enzyme zumeist aus tierischen Geweben 
isoliert?. Cunningham und Mitarbeiter® konnten aus Nahrmedien von Micrococcus 
pyogenes eine teilweise Anreicherung einer DNA-ase erzielen, welche fiir ihre Wirk- 
samkeit im Gegensatz zu friiher gefundenen Enzymen Ca-Ionen benodtigte. DN A-asen 
kénnen nach ihren optimalen py-Aktivitaéten und ihrem Bedarf an bestimmten 
Ionen in zwei Gruppen geteilt werden: DNA-ase I bedarf Magnesiums oder anderer 
zweiwertiger Kationen und eines neutralen py-Wertes, wahrend DN A-ase II durch 
Magnesium gehemmt wird und nur in sauren Medien aktiv ist?. 

Smithies und Gibbons‘ sowie Halleck und Szafran®*® zeigten, daB der 
viskose Schleim, der von verschiedenen halophilen Bakterienkulturen produziert 
wird, hauptsaichlich aus DNA und Proteinen besteht. Takahashi und Gibbons’ 
konnten mit Hilfe radioaktiven Phosphors beweisen, da8 die extrazellulare DNA 
intrazellularen Ursprungs war. Catlin® bekraftigte diese Befunde durch die Tat- 
sache, da8 die extrazellulare DNA stark genetisch aktiv war. Wir konnten diesen 
Schleim durch wiederholtes Umfillen mit Athanol weitgehend reinigen und er- 
hielten hochpolymere DNA. Die DNA wurde aber nicht immer in hochpolymerem 
Zustand erhalten, wie aus der erhéhten Extinktion der isolierten Produkte hervor- 
ging. Dies wies auf das Vorhandensein einer DNA-ase hin. 

Pseudomonas aeruginosa NRRL B 1726*** wurde in 2proz. Trypticase-Nahr- 
brithe unter Schiitteln bei 30° kultiviert. Nach 48 Stdn. wurden die Zellen zentri- 
fugiert, danach in 5proz. Kochsalzlésung aufgeschlammt und weitere 24 Stdn. bei 
30° inkubiert, worauf die Zellen abermals durch Zentrifugieren abgetrennt wurden. 
Die Zellpaste wurde in einem eingeschliffenen Bellco Cell Grinder mehrmals zer- 
rieben, wobei jedesmal mit physiologischer Kochsalzlésung extrahiert wurde. Die 
drei Fliissigkeiten (Kulturmedium, Kochsalzlésung, Zellextrakt) wurden einzeln 
mit Ammoniumsulfat bei py7 gefallt®. Die verschiedenen Niederschlage wurden in 


** Folgende Abkiirzungen werden verwendet: DNA: Desoxyribonucleinsaure 
DNA-ase: Desoxyribonuclease. 

*** Dieser Stamm wurde uns von W.C. Hayes von der Northern Agric. 
Utilization Branch Peoria, Illinois USA, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. 

1M. Kunitz, J. gen. Physiol. 38, 349 [1950]. 

2 L. Heppel u. J.C. Rabinowitz, Annu. Rev. Biochem. 27, 613 [1958]. 

3 L.Cunningham, B.W.Catlin u. M. Privat de Garilhe, J. Amer. 
chem. Soc. 78, 4642 [1956]. 

4 W. R.Smithies u. N. E. Gibbons, Canad. J. Microbiol. 1, 614 [1955]. 

5 F. E. Halleck u. P. A. Szafran, Bacteriol. Proc. 1956, 57. 

6 F. E. Halleck u. P. A. Szafran, Bacteriol. Proc. 1957, 56. 

7 T. Takahashi u. N. E. Gibbons, Canad. J. Microbiol. 3, 687 [1957]. 

8 B. W. Catlin, J. Bacteriol. 79, 579 [1960]. 

9 M.R.McDonald, in 8. P.Colowick u. N.O. Kaplan, Methods of 
Enzymology, Bd. IT, S. 437, Academic Press, New York 1955. 
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dest. Wasser unter Zusatz einiger Tropfen schwacher Lauge wieder gelést und nach 
Einstellung von py7 mit Ammoniumsulfat bei 40% , 50°, 70% und 100% Sattigung 
fraktioniert. Die enzymatische Aktivitat wurde nach Kunitz! spektrophcto-. 
metrisch mit hochmolekularer DNA als Substrat gemessen, wobei entsprechende 
Zusatze von Magnesium, Calcium bzw. Citrat zugegeben wurden. Die Nahrlésung 
und das 5proz. Kochsalzeluat ergaben aktive Fraktionen zwischen 40 und 50% 
sowie zwischen 50 und 70% Sattigung, wahrend sich aus dem Zellextrakt die Masse 
der Aktivitét in der Fallung zwischen 40 und 50% Sattigung ansammelt. Die 
einzelnen Fallungen wurden abermals wie oben gelést und iiber Nacht gegen dest. 
Wasser dialysiert. Wahrend die Praparate aus den beiden extrazellularen Lésungen 
(Kulturmedium und 5proz. Kochsalzlésung) sehr groBe Ahnlichkeiten zeigten, 
verhielt sich die intrazellulare Fraktion vollig anders. 

Abb. 1 zeigt die Wirkung einer typischen angereicherten extrazellularen 
Enzymfraktion auf hochmolekulare DNA in Gegenwart verschiedener Ionen. Mit 
Citrat als Zusatz erfolgte die Verdauung am schnellsten bei py 5. Magnesium und 
Calcium bewirkten fast véllige Hemmung. Mit Magnesium und Citrat zusammen 
erreichte die Aktivitat des Enzyms 60 bis 80% des Maximums. Dieses Enzym 
scheint der Gruppe DNA-ase II anzugehéren, da es saures Medium bevorzugt und 
eine Inaktivierung durch zweiwertige Kationen zeigt, die durch das chelierende 
Citrat teilweise aufgehoben wird?. 
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Abb. 1 und 2. Wirkungsspektrum der extrazellularen DNA-ase (Abb. 1) und der 
intrazellularen DNA-ase (Abb. 2). Die Konzentration der angegebenen Zusatze war 
jeweils 0,01m. 


Ein anderes Bild ergab sich fiir die intrazellulare DNA-ase aus den zer- 
mahlenen Zellen (Abb. 2). Sowohl Magnesium als auch Calcium zeigten keinen 
stimulierenden Effekt auf das Enzym. Auch Citrat allein hatte keine volle Wirkung, 
wahrend sowohl Magnesium als auch Calcium im Verein mit Citrat eine erhebliche 
Aktivitatssteigerung bewirkten. Der optimale py-Wert lag in allen Fallen bei 6. 
Diese iiberraschenden Ergebnisse konnten in mehreren unabhangigen Ansatzen 
beobachtet werden. Die schwache Aktivitaét bei py 7 mit Magnesium als Zusatz ist 
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vermutlich durch Spuren einer DNA-ase I verursacht. Die beiden Enzyme zeigten 
auch Verschiedenheiten in ihren UV-Absorptionsspektren. 

Die ungewéhnliche Tatsache einer DN A-ase, die sowohl ein zweiwertiges Kation 
als auch Citrat, ein chelierendes Agens, zur Aktivierung bendétigt, laBt keine 
Klassifikation dieses Enzyms zu. Wir haben es hier vielleicht mit einem ahnlichen 
Phinomen zu tun wie Cunningham und Mitarbeiter®, deren DNA-ase aus Micro- 
coccus pyogenes in Anwesenheit von Calcium in einem Borat-Puffer, der ja be- 
kanntlich auch chelierend wirkt, Aktivitat zeigte. In einer anderen, von verdorbenen 
Fleischkonserven isolierten Psewdomonas-Kultur konnten wir innerhalb und auBer- 
halb der Zellen nur eine normale DNA-ase II feststellen?®. 

Ziemlich ungeklart ist auch die Anwesenheit des extrazellularen Enzyms. 
Eine Ausscheidung des Ferments nach Autolyse scheint verhaltnismaBig unwahr- 
scheinlich, da beide Enzyme verhaltnismaBig rein voneinander in den entsprechenden 
Extrakten gefunden wurden. AuBerdem zeigten die Zellen selbst nach der Auf- 
schlammung in 5proz. Kochsalzlésung fast unveranderte Viabilitaét®1°. Kine die 
Schleimproduktion regulierende Funktion scheint die nachstliegende Erklarung fiir 
die Anwesenheit dieses Enzyms zu sein. 


Zusammenfassung 


Zwei Desoxyribonucleasen aus Pseudomonas aeruginosa wurden durch Frak- 
tionierung mit Ammoniumsulfat angereichert. Das extrazellulare Enzym zeigt 
optimale Wirkung bei py5 in Anwesenheit von Citrat und wird durch Magnesium 
gehemmt. Das intrazellulare Enzym bendtigt fiir die optimale Wirksamkeit py 6, 
Magnesium (oder Calcium) und Citrat. 


Summary 


Two deoxyribonucleases from Pseudomonas aeruginosa were purified by 
fractionation with ammonium sulfate. The extracellular enzyme had an optimum 
at pH 5, required citrate ions and was inhibited by magnesium. The intracellular 
enzyme had an optimal activity at pH 6 and the presence of magnesium (or calcium) 
and citrate yielded the most rapid digestion of deoxyribonucleic acid. 


10 F. E. Halleck, M.L. Durkin u. W.Guschlbauer, Bacteriol. Proc. 
1960, 176. 


Wilhelm Guschlbauer, Department of Biochemistry, Stritch Schoolof Medicine, 
Chicago 12, Illinois USA. 
Frank E. Halleck, The Pillsbury Company, Minneapolis, Minnesota USA. 
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Uber das Vorkommen von y-Glutamy]-Bindungen 


in Getreideproteinen 


(VI. Mitteilung iiber Samenproteine)! 
Von 
Ernst Waldschmidt-Leitz und Elisabeth Reicheneder 
Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Technischen Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Januar 1961) 


Bei der Bestimmung der endstandigen Aminosiuren in einer Anzahl von Ge- 
treideproteinen, aus Gerste und aus Weizen, hatten wir beobachtet, da als amino. 
endstandige Bausteine, nach dem Verfahren von Sanger? bestimmt, in allen Fallen 
Glutaminséure gemeinsam mit Serin auftraten, namlich sowohl im Albumin, im 
Globulin, im Hordein und im Glutenin der Gerste wie auch im Gliadin des Weizens. 
Trotz dieser Befunde erfolgte jedoch in keinem der angefiihrten Beispiele bei der 
Einwirkung von Amino-polypeptidase die Abspaltwng irgendeiner Aminosaure; die 
als amino-endstaindig befundenen Bausteine, Glutaminsaiure und Serin, schienen 
also dem Angriff des Enzyms nicht zuganglich zu sein. Als Ursache dieses Verhaltens 
konnten entweder das Vorliegen einer Esterbindung zwischen dem zweiten Carboxyl 
der endstandigen Glutaminsaure und der Hydroxylgruppe des Serins oder aber eine 
Verkniipfung der Glutaminsaure in der Peptidkette mittels ihrer y-Carboxylgruppe 
in Betracht zu ziehen sein. Diese Frage haben wir am Beispiel des Hordeins der 
Gerste naher untersucht. 

Hinweise auf die Existenz von Esterbindungen zwischen den amino-endstin- 
digen Bausteinen Glutaminséure und Serin ergaben sich hierbei nicht, vor allem 
weil nach der Spaltung des dinitrophenylierten Hordeins mit Pepsin, einer Protease, 
von welcher Esterasewirkungen nicht bekannt sind, unter den Spaltprodukten nicht 
nur reine Dinitrophenyl-glutaminsaure- neben reinen Dinitrophenyl-serin-Peptiden 
isoliert werden konnten, sondern da auch in den Fraktionen, welche nebeneinander 
Dinitrophenylderivate der beiden Aminosiuren aufwiesen, stets ein wechselndes 
Mengenverhiltnis derselben beobachtet wurde. 

Zur Priifung auf das Vorliegen endstandiger y-carboxylgebundener Glutamin- 
siure bedienten wir uns des von van Slyke und Mitarbeitern® beschriebenen Ver- 
fahrens der Reaktion mit Ninhydrin, bei welcher Peptide nur in den Fallen unter 
Bildung von Kohlendioxyd reagieren, wenn sie eine freie Amino- und eine freie 
Carboxylgruppe am gleichen Kohlenstoffatom enthalten; diese Voraussetzung trifft 
fiir y-Glutamylpeptide mit amino-endstandiger Glutaminsiure zu. Bei Anwendung 
dieser Methode auf Hordein erhielten wir aus 1,35 g des Proteins vom Molekular- 
gewicht 27000, entsprechend 0,05 mMol, eine Menge Kohlendioxyd entsprechend 
0,03 mMol (verbraucht 0,60 cm* 0,1n Barytlésung). Kontrollversuche, mit freier 
Glutaminsaure sowohl als auch mit Glutathion durchgefiihrt, ergaben die theore- 


1 V. Mitteil.: E. Waldschmidt-Leitz, R. Mindemann u. L. Keller, diese 
Z. 828, 93 [1961]. 
2 F. Sanger, Biochem. J. 39, 507 [1945]; R. R. Porter u. F. Sanger, ebenda 
42, 287 [1948]; siehe dazu A. L. Levy, Nature [London] 174, 126 [1954]; G. Brau- 
nitzer, Chem. Ber. 88, 2025 [1955]. 
3 D. D. van Slyke, R. T. Dillon, D. A. MacFadyen u. P. Hamilton, J. 
biol. Chemistry 141, 627 [1942}. 
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tisch zu erwartende Menge Kohlendioxyd, solche mit Insulin verliefen erwartungs- 
gemif negativ. Danach hat man anzunehmen, daf mindestens 60%, der amino- 
endstandigen Glutaminsaurereste im Hordein mittels ihrer y-Carboxylgruppe ge- 
bunden vorliegen. 

Das Vorkommen y-carboxylgebundener Glutaminsaure ist nicht nur am Bei- 
spiel des weit verbreiteten Glutathions‘, sondern auch in zahlreichen anderen Fallen 
im Tier- und Pflanzenreich sichergestellt oder wahrscheinlich gemacht worden, bei- 
spielsweise in dem sogen. Streptogenin®, einem aus tierischen Proteinen isolierten 
Peptidkomplex, im Gliadin aus Weizen® und in einer ganzen Anzahl von niedrigen 
Peptiden, die u. a. aus der Augenlinse des Kalbes’, aus Bohnenarten®, aus Erbsen?® 
und aus Zwiebeln!® isoliert wurden. Im letztgenannten Beispiel scheinen die y- 
Glutamylpeptide Reservesubstanzen darzustellen, da sie nach den Beobachtungen 
yon Virtanen und Matikkala" nur in den ruhenden Zwiebeln angetroffen werden 
und bei deren Austreiben verschwinden. Es ware zu priifen, ob nicht auch in der 
Zwiebel wie im Hordein und wohl auch in den anderen Proteinen der Gerste y- 
carboxylgebundene Glutaminsaéure am Aufbau von Proteinen beteiligt ist. 


Zusammenfassung 


Aus der bei der Reaktion des Hordeins mit Ninhydrin beobachteten Bildung 
von Kohlendioxyd wie auch aus der Resistenz des Hordeins gegeniiber Amino- 
polypeptidase wird gefolgert, daB die im Hordein als amino-endstandig ermittelte 
Glutaminsaure gréBtenteils mittels ihrer y-Carboxylgruppe gebunden vorliegt. 


Summary 


From the production of carbon dioxide from hordein with ninhydrin and the 
resistance of hordein to amino polypeptidase, it is concluded that the y-carboxyl 
group of the N-terminal glutamic acid of hordein is present largely in a bound form. 


Prof. Dr. E. Waldschmidt-Leitz, Institut fiir Organische Chemie der Tech- 
nischen Hochschule, Miinchen 2, Arcisstr, 21. 


4 F. G. Hopkins, Biochem. J. 15, 286 [1921]; J. biol. Chemistry 84, 269 
[1929]. 
5D. W. Woolley, J. biol. Chemistry 15° 753 [1945]; 162, 383 [1946]; 
166, 783 [1946]; 172, 71 [1948]. 

6 J. Kovacs, I. Kandel, M. Kandel u. V. Bruckner, Experientia 11, 96 
[1955]; s. dazu auch F. Haurowitz u. F. Bursa, Biochem. J. 44, 509 [1949]. 

7S. G. Waley, Biochem. J. 64, 715 [1956]. 

8 ©. J. Morris u. J. F. Thompson, Arch. Biochem. Biophysics 73, 281 
[1958]; M. Rinderknecht, D. Thomas u.§S. Aslin, Helv. chim. Acta 41, 1 [1958]. 

® A. I. Virtanen u. A. M. Berg, Acta chem. scand. 8, 1089 [1954]. 

10 A. T. Virtanen u. E. J. Matikkala, Suomen Kemistilehti B 33, 83 [1960]. 

ll A. I. Virtanen u. E. J. Matikkala, diese Z. 322, 8 [1960]. 
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Uber die Gehirnganglioside 
Von 
E. Klenk und W. Gielen 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitét K6ln 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Februar 1961) 


Auf Grund der bisher! vorliegenden Untersuchungsergebnisse wurde ge- 
schlossen, da8 das aus menschlichem Gehirn gewonnene Gangliosidpraparat aus 
einem Gemisch von hexosaminfreien und hexosaminhaltigen Gangliosiden besteht. 
Inzwischen haben wir Fraktionierungsversuche in dieser Richtung durchgefiihrt. 
Die Annahme hat sich voll bestatigt. Es gelang, das Gemisch nach der Entacety- 
lierung mit Hilfe einer Kationenaustauschersiule in diese beiden Fraktionen zu 
zerlegen. 

Zu diesem Zweck wurden 100 mg Gangliosid, die in 500 cm® absol. Methanol 
gelést waren, mit 50 cm* 0,1n Natriummethylat 5 Stdn. auf 50° erwarmt. Die er- 
kaltete Lésung neutralisierte man mit 0,ln HCl, entfernte das Lésungsmittel 
vorsichtig im Rotationsverdampfer und entsalzte die waBrige Lésung durch 
Elektrodialyse. Nach Gefriertrocknung verblieben 88 mg. 

Fiir die Siulenchromatographie wurden folgende Pufferlésungen angewandt: 
I = 0,1 Mol Citronensiure, 200 cm? In NaOH, 110 cm* 1m HCl, aufgefiillt auf 
1000 cm? (px 3,4); II = 0,1 Mol Citronensaure, 290 cm? In NaOH, aufgefiillt auf 
1000 cm® (px 6,7); IIT = 0,1lm Na,CO, (pH 11,0). Saulenfiillung: 50 g Kationen- 
austauscher Dowex 50 X 4, nach Stein und Moore? iiber die H®-Form in die Na®- 
Form ibergefiihrt. Der Austauscher wurde in 100 cm* Pufferlésung I suspendiert 
und nach Einfiillung in das Chromatographierrohr (2 12 mm) mit 200 cm? dieser 
Pufferlésung durchgespiilt. Nach Aufbringen von 85mg des entacetylierten 
Gangliosids, das in 20 cm? der Pufferlésung I gelist war, eluierte man nacheinander 
mit den Pufferlésungen I, IT und III solange, bis im Durchflu8 mit Bials Reagenz 
kein Gangliosid (Neuraminséure) mehr nachzuweisen war. Die DurchfluBgeschwin- 
digkeit wurde auf 24 cm’ Eluat/Stde. einreguliert. Nach Gefriertrocknung der salz- 
frei dialysierten Eluate wurden so die Gangliosidfraktionen I—III erhalten. I be- 
stand der Hauptsache nach aus unverindertem Ausgangsmaterial, das der Ent- 
acetylierung entgangen war. II und III enthielten die entacetylierten Ganglioside, 
die sich als auBergewoéhnlich séureempfindlich erwiesen. Schon 0,01 HCl fiihrte 
beim schwachen Erwarmen zur Huminbildung. Diese beiden Gangliosidfraktionen 
wurden deshalb durch 4stdg. Schiitteln mit Acetanhydrid in methanol. Lésung 
wieder acetyliert. Die im Vak. konzentrierte und mit Wasser verdiinnte Lésung 
wurde dialysiert und die verbliebenen restlichen Alkaliionen mit einer Kationen- 
austauschersiule Dowex 50 X 8 (H®-Form) entfernt. Durch Gefriertrocknung er- 
hielt man 30 mg Gangliosid II und 32 mg Gangliosid III als rein weiBe Substanzen 
von denselben Eigenschaften wie das Ausgangsprodukt. 


Bausteinanalyse der Gangliosidpraparate. 

















Neuraminsaure* | Reduktionswert ** Galaktosamin 
Gangliosid IT 19,4 (19,2)% 33,1 (33,3)% <0,57% 
Gangliosid IIT 20,6 (20,4)% 38,6 (38,4)% 14,2 (14,5)% 


* ber. als Methylglykosid; ‘** ber. als Galaktose. 


1 E. Klenk u. W. Gielen, diese Z. 319, 283 [1960]. 
2 §. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 192, 663 [1951]. 
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Gangliosid II: Die partielle Spaltung mit 0,01n HCl durch Istdg. Erhitzen 
auf 85° ergab im Dialysat nach Entfernung der Salzsaure mit Silberacetat und der 
iiberschiissigen Ag® mit H,S neben N-Acetyl-neuraminsaure noch kleinere Mengen 
Galaktose, die nach Entfernung der Saure mit einer Anionenaustauschersiule 
papierchromatographisch identifiziert wurde. Bei der anschlieBenden Spaltung des 
Dialysierriickstands mit 0,ln HCl durch Istdg. Erhitzen auf 100° wurde in ent- 
sprechender Weise im Dialysat papierchromatographisch neben reichlichen Mengen 
Galaktose noch eine Galaktosido-galaktose, die den Ri-Wert 0,91 (bezogen auf 
Lactose = 1,0) hatte, nachgewiesen. Aus dem Dialysierriickstand wurde durch 
Gefriertrocknung ein Cerebrosid erhalten, das als Zuckerkomponente auBer Glucose 
noch etwa die gleichen Mengen Galaktose (papierchromatographisch identifiziert) 



































enthielt. 
se. Gangliosid III: Durch partielle Hydrolyse wurde wie oben mit 0,01n HCl 
us abgespalten: N-Acetyl-neuraminsaure, etwas Galaktose, N-Acetyl-galaktosamin, 
at. eine Spur Galaktosamin und auBerdem das als partielles Spaltprodukt der Gehirn- 
rt. ganglioside vor kurzem beschriebene! galaktosaminhaltige Disaccharid, das seinen 
y- Eigenschaften nach mit der von Coté und Morgan? isolierten 3-[2-Acetamino-2- 


zu desoxy-galaktopyranosido]-galaktose identisch sein diirfte. Mit 0,1n HCl wurden 
abgespalten: hauptsachlich Galaktose und Galaktosamin sowie in kleinen Mengen 


ol das obige galaktosaminhaltige Disaccharid. Aus dem Dialysierriickstand erhielt 
oT: man ein Cerebrosid, das als Zuckerkomponente nur Glucose und keine Galaktose 
bel enthielt. 

ch Aus den vorliegenden Befunden geht hervor, da§ in den hexosaminfreien 


Gangliosiden sowohl Glucose wie auch Galaktose, in den galaktosaminhaltigen 
it Gangliosiden dagegen nur Glucose unmittelbar mit dem Sphingosin verbunden ist. 
uf Demnach besteht die hexosaminfreie Gangliosidfraktion aus wenigstens zwei Kom- 
uf ponenten, von welchen die eine Glucose und Galaktose, die andere nur Galaktose 
: in der Kohlenhydratgruppe enthalt. 


it- Diinnschicht-Chromatogramm der hexosaminfreien (II) und 
le, hexosaminhaltigen (III) Gangliosidfraktion. Schicht: Kieselgel 
te G, Merck; Mobile Phase: n-Butanol/Pyridin/Wasser 3 : 2: 1; 
en Laufzeit: 3 Stdn.; Farbung: Bials Reagenz (20 Min. im ge- 
ng schlossenen GefaB auf 120° erhitzt). 





Ill Il 


Wie das Diinnschicht-Chromatogramm zeigt, besteht aber auch die so ge- 
wonnene hexosaminhaltige Gangliosidfraktion III noch aus zwei Komponenten. 
_ Der schnell wandernden Komponente diirfte die auf Grund der friiheren Befunde 

| angenommene Struktur (I. c.1, Formel I) zukommen. Dafiir spricht auch das Ver- 
halten des urspriinglichen Gangliosidgemischs gegen Perjodat. Bei der wie oben 
durchgefiihrten hydrolytischen Spaltung des mit Perjodat behandelten Gang- 
liosids lassen sich in waBriger Lisung folgende Zucker nachweisen: Galaktose, 


3 R. H. Coté, u. W. T. J. Morgan Nature [London] 178, 1171 [1956]. 
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Galaktosamin und das hexosaminhaltige Disaccharid. Es fehlt dagegen die Gluc )se, 
Sie muB demnach in den Gangliosiden in einer Form vorhanden sein, die der 
Glykolspaltung mit Perjodat zuganglich ist. 


Zusammenfassung 


Das aus Menschengehirn gewonnene Gangliosid wurde in einen hexosaniin- 
haltigen und einen hexosaminfreien Anteil zerlegt. Es werden weitere Befunde i ber 
die Konstitution der einzelnen Komponenten des Gemischs mit<eteilt. 


Summary 


A mixture of gangliosides, obtained from human brain, has been separated 
into a hexosamine-containing component and a hexosamine-free component. In. 
vestigations on the constitution of these components are reported. 


Prof. Lr. E. Klenk, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, Koln- 
Lindenthal, Joseph-Stelzmann-StraBe 52. 


Berichtigungen zu Band 322 (1960) 


S. 29, letzter Absatz, 1. Zeile: Statt ,,(2 Tiere pro Zeitwert)*‘ lies ,,(4 Tiere pro 
Zeitwert)**. 

S. 36, 2. Absatz, 3. Zeile v. u.: Statt ,,des Progesterons“ lies ,,des Ostradiols‘* und 
2. Absatz, letzte Zeile: Statt ,,des gestagenen Hormons* lies ,,des Gstrogenen 
Hormons*‘. 

S. 285, Tab. 3, letzte Kolumne: Statt ,,1807* lies ,,180***. 
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Uber Hamoglobine, VI? 


Ein Verfahren zur praparativen Gewinnung 
natiirlicher Peptide 


Die Isolierung der tryptischen Spaltprodukte 
von Humanhamoglobin A iiber Dowex 1X2 
unter Verwendung ninhydrinnegativer fliichtiger Puffer 
Von 
Victor Rudloff und Gerhard Braunitzer 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Juli 1959) 


Peptide lassen sich auf Grund ihrer elektrochemischen Eigenschaften 
durch Ionenaustauscher trennen, und zwar prinzipiell entweder mit den 
protonierten basischen Gruppen iiber Kationenaustauscher oder mit den 
dissoziierten Carboxylgruppen iiber Anionenaustauscher. 

Die erste Méglichkeit wird im Dowex-50-Verfahren ausgenutzt*®. 
Hier werden die im Sauren aufgetragenen Peptide als Trager einer 
positiven Nettoladung durch eine Gradientenelution mit steigendem px 
(bei stetig abnehmender positiver Nettoladung) allmahlich zum Wandern 
gebracht: es werden zuerst saure, dann neutrale und zuletzt basische 
Peptide eluiert. 

Als Alternative zu diesem Verfahren bietet sich die Verwendung 
von Anionenaustauschern an. Im Alkalischen aufzutragende Pep- 
tide mit vorwiegend negativer Nettoladung sind durch eine Gradienten- 
elution mit fallendem px zu entwickeln. Die Reihenfolge der aus der 
Siule austretenden Peptide ist dann: basische, neutrale und zuletzt 
saure Peptide. 

Die dargelegten Prinzipien der Kationen- und Anionenaustauscher- 
Chromatographie gelten fiir reine Austauschwirkung. Nun ist jedoch von 
der Dowex-50-Methode die retentionsverstiirkende Wirkung aromati- 
scher Aminosiuren im Peptidverband bekannt; auch lingere Seiten- 
ketten kénnen in dem gleichen Sinne wirken. Es diirfte sich um eine 
nichtionische Wechselwirkung dieser Peptide mit dem aromatischen 
Traiger der funktionellen Austauschergruppen handeln. 

Die bei der Fraktionierung der tryptischen Peptide aus Human- 
globin A iiber Dowex 50 auftretenden Miingel! beruhen auf einer Ver- 
stiirkung dieser elutionsverzégernden Wirkung. Das zu den Histonen 
gehorige Globin enthilt etwa 20% aromatischer Aminosiiuren. Eine An- 

1 Als V. Mitteil. gilt: K. Hilse, Diplomarbeit, Univ. Miinchen 1959. 

2 C.H.W.Hirs, S.Moore u. W.H.Stein, J. biol. Chemistry 219, 623 [1956]. 


3 J. L. Bailey, S. Mooreu. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 221, 143 [1956]; 
C.H. W. Hirs, W. H. Stein u. S. Moore, ebenda 221, 151 [1956]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 323 9 
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haiufung mehrerer aromatischer Aminosiiurereste in einzelnen Peptiden 
mit teilweise parallel laufender Basizitiat der Verbindungen fiihrt zu einer 
so starken Retention, daB es zu der beobachteten Elutionsverhinde. 
rung kommt: ein Drittel der zu erwartenden Peptide bleibt unter den 
normalen Versuchsbedingungen! — Na®-Cyclus, wie er z. B. auch bei cer 
Ribonuclease angewendet wurde — auf der Dowex-50-Siiule hingen. 

Es waren die Unzulinglichkeiten der Dowex-50-Methode, die eine 
Chromatographie des Ausgangsmaterials iiber einen Anionenaustauscher 
nahelegten. Unter der Voraussetzung, dal} es vermutlich vor allem 
basische Peptide und einige neutrale seien, die zuriickgehalten werden, 
konnte man annehmen, jene bei einer Umkehr des Elutionsvorganges 
ohne Schwierigkeiten zu erhalten, sofern reiner Austausch bei dem zu 
verwendenden Harz vorherrscht. 

In Anbetracht der geplanten py-Gradienten-Elution bei niedrigen 
Ionenstirken schloB sich ein schwach basisches Harz von selbst aus, 
weil es als Salz einer schwachen Base eine betriichtliche Pufferkapazitit 
besitzt und daher auf die erforderlichen kontinuierlichen pa-Anderungen 
viel zu langsam ansprechen wiirde. Die Wahl fiel deshalb auf den stark 
basischen Austauscher Dowex 1. Um einen vollstiindigen Austausch 
aller Peptide zu gewihrleisten und so einen von héheren Vernetzungs- 
graden des Dowex 50 her bekannten ,,Molekularsiebeffekt‘‘ auszu- 
schalten, wurde eine 2proz. Vernetzung gewiihlt?*. 

Auf Grund von Vorversuchen wurde das Harz im Acetat-Cyclus 
verwendet. 

Bei der Wahl der Puffer wurde eine Vereinfachung gegeniiber 
dem von Stein und Moore entwickelten Verfahren angestrebt: das 
aufwendige Entsalzen sollte soweit wie méglich vermieden werden. 
Ammoniak und seine einfachen Derivate schieden deshalb als basische 
Komponenten der Essigsiiure aus. Es boten sich daher die fliichtigen 
ninhydrinnegativen organischen Basen vom Typ des Pyridins® an, die 
erst nach Auswertung der Ergebnisse und nur aus den peptidpositiven 
Fraktionen entfernt zu werden brauchen. 

Um eine geniigende Auflésung des sehr komplexen Peptidgemisches zu 
gewihrleisten, erschien es zweckmiBig, die Elution mit Puffern sehr ge- 
ringer Konzentration zu beginnen. Damitsollte eine Retention der basischen 
Komponenten untereinander erleichtert und die Pufferwirkung der Peptide 
ausgenutzt werden, um eine Selbstschirfung der Banden zu erreichen. 

Die Elution wurde daher stets mit lproz. organischem Base-Acetat, 
entsprechend der Acetationenkonzentration einer 0,025—0,033n Essig- 
siure, begonnen. Der anschlieBende 1. Gradient lag mit 2proz. Puffer- 
lésung und zuflieBender 0,ln Essigsiure beziiglich der Konzentration 
in der gleichen GréBenordnung*. 


* Siehe Zusatz I bei der Korrektur (S. 142). 

4 Y.P.Dowmont u. J.S.Fruton, J. biol. Chemistry 197, 271 [1952]; 
S. Moore u. W. H. Stein, ebenda 211, 893 [1954]. 
5 H. Michl, Mh. Chem. 82, 489 [1951]. 
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Vorversuche zeigten, daB ein auf die Dowex-1X2-Siule aufgetra- 














































ner § yenes Gemisch tryptischer Globinpeptide mit 2n Essigsiure vollstin- 
nde. dig eluierbar ist. Dieses Ergebnis rechtfertigte die Verwendung des 
den J Austauschers in der Acetat-Form®. Ein erster gréBerer Versuch unter 


| ler Verwendung eines Pyridin-Acetat-Puffers, pu 7,4, mit einem sehr flachen 
Essigsiiure-Gradienten deutete eine Trennung in drei Hauptgruppen an. 
eine In weiteren Siulenliiufen wurden die optimalen Bedingungen 
cher fiir eine méglichst weitgehende Auftrennung des Peptidgemisches er- 
lem J mittelt. Es wurden sowohl die Adsorptions- und Elutionsbedingungen 
fen, ff} als auch die Gradienten variiert. 

1ges Startbedingungen: Der py-Wert des ersten Eluenten wurde von 
L Zu 7,1 iiber 7,6 auf 8,0 erhéht, um die Protonierung der endstiindigen 
a-Aminogruppe der Peptide (px ~ 8) weitgehend zuriickzudringen. 
gen § Die nachlassende Pufferkapazitait des Pyridin-Acetats in diesem Bereich 
‘us, ff} machte einen Ersatz des Pyridins (px 5,23) durch Kollidin* (px 7,45) 
itat ff erforderlich. Einem bei Durchbruch der Front beobachteten pr-Abfall 


gen von etwa 0,5 Einheiten — er riihrt von der bei der Adsorption frei- 
urk § werdenden Essigsiure her — wurde durch entsprechende Erhéhung 
isch des pu-Wertes der aufzutragenden Gemische entgegengewirkt. 

1g8- Gradienten: Nach Elution der ersten Gipfel-Gruppe (50—70 Frak- 
ZU tionen) wurde die Pufferlésung gewechselt und gleichzeitig ein 0,1” 


Essigsiure-Gradient angesetzt, d.h. bei stetig steigender Acetationen- 
lus § konzentration wurde der pu-Wert der Elutionsfliissigkeit laufend gesenkt. 
Die Entwicklung mit diesem Gradienten erwies sich jedoch fiir eine Elution 
ber ff der letzten Komponenten als nicht ausreichend; erst der Ansatz eines 
das J zweiten Gradienten mit 2n Essigsiiure brachte den gewiinschten Erfolg. 
len. Die abschlieBende Elution mit Eisessig lieferte keine Peptide mehr: 
che ein von der Eisessig-Front durch die Siule getriebener brauner Ring 
sen § ergab zwar eine geringe Ninhydrin-Reaktion (Gipfel 15 in Abb. 2), er- 
die J wies sich jedoch bei der Papierchromatographie als peptidfrei. 

ven Der Grad der bei verschiedenem Anfangs-px erzielten Auftrennung 
des Peptidgemisches ist den Chromatogrammen der Versuche XVIII 
3zu FF und XX (Abb. 1 und 2) zu entnehmen (vgl. Spezielle Versuchsbedingungen). 
ge- Durch pu-Erhéhung des Primiir-Eluenten auf 7,6 oder 8,0 konnte die 
hen Auftrennung gegeniiber Versuch XVIII verbessert werden. Bei weiteren 
ide | Laufen wurde daher jeweils Versuch XX mit seinem optimalen Trenn- 


en. § effekt als Standard betrachtet. Eine weitgehende Reproduktion der 
“at, | Ergebnisse gelang bei Einhaltung der in jenem Versuch ermittelten 
12- — Bedingungen, die sich im wesentlichen in folgenden Punkten zusammen- 
fer- fassen lassen: 

ion 1. Auftragung des Gemisches bei pu 8,5; 


2. Beginn der Elution mit lproz. Kollidin-Acetat, pu 8,0; 
3. Ansatz logarithmischer Gradienten mit 0,ln und 2n Essigséiure. 
2); * Es wurde immer 2.4.6-Trimethyl-pyridin verwendet. 


6 IV. Mitteil.: G. Braunitzer, B. Liebold, K. Hilse u. V. Rudloff, An- 
gew. Chem. 71, 376 [1959]. 
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Abb. 1 und 2. Chromatographie der tryptischen Hydrolysate von Globin 
an Dowex 1X2 bei verschiedenen Anfangs-py-Werten. 

Abb. 1. Vers. XVIII. Start: 1% Pyridin-Acetat, py 7,1; 1. Gradient: (1% Kolli- 
din + 1% Pyridin-Acetat, pH 7,0) + 0,ln Essigsiure; Abschlu8: Eisessig. 
Abb. 2. Vers. XX. Start: 1% Kollidin-Acetat, py 8,0; 1. Gradient: (1% Kolli- 
din + 1% Pyridin-Acetat, pH 7,5) + 0,ln Essigsiure: 2. Gradient +2n Essig- 
siure; Abschlu8: Eisessig (Standardbedingungen). 
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Anwendung der neuen Methode zur Trennung von Peptiden 

An Hand mehrerer Siulenliufe wurde die neue Methode auf ihre 
Leistungsfahigkeit gepriift. Dabei wurden verschiedene Priiparate ver- 
gleichend untersucht. Als Ausgangsmaterial dienten Peptidgemische 
tryptischer Spaltungen von Globin, Hiimoglobin und oxydiertem 
Globin. 

Globin: Das Peptidgemisch’, das bei der enzymatischen Hydro- 
lyse von Globin anfallt, konnte in 17—18 Banden aufgetrennt werden. 
Das typische Chromatogramm eines solchen Versuches zeigt Abb. 2. 

Die Reproduktion der Ergebnisse gelang gut. Die Chromato- 
gramme sind jeweils ab Gipfel 5 identisch; lediglich bei Gipfel 14a be- 
stehen Zweifel: die Komponente dieses Gipfels wurde nicht bei allen 
Laufen wiedergefunden; es kénnte sich um ein Sekundarprodukt han- 
deln. Im vorderen Teil unterscheiden sich die Chromatogramme im 
Auflésungsvermégen, d.h. in Anzahl und Form der Gipfel, aber nicht 
hinsichtlich der Zahl der zu identifizierenden Komponenten. 

Aus Kurvenverlauf und Ubersichtschromatogramm mehrerer Ver- 
suche ging hervor, daB die Gipfel 1, 2 und 6 mehrere Komponenten 
enthielten. In Rechromatographieversuchen wurde deshalb eine weitere 
Auftrennung angestrebt. 

Durch Elution mit 1% Kollidin-Acetat, px 8,5, wurde zwar eine 
Auflésung des Gipfels 1 in drei Banden erreicht, beim Gipfel 2 war je- 
doch nur eine Verbreiterung festzustelien. Der unter ganz ihnlichen 
Bedingungen durchgefiihrte Versuch mit den vereinigten Fraktionen 
lie sich gut reproduzieren, lieferte aber auch nur drei Gipfel. 

Auch bei Verwendung von Kollidin-Acetat-Puffer, der 50° Aceton 
enthielt, wurde keine bessere Auflésung erzielt. Der Ersatz von Acetat 
durch Propionat brachte ebenfalls keinen Erfolg: sowohl die Elution 
mit Kollidin-Propionat, py 8,0, als auch die mit Kollidin-Pyridin-Pro- 
pionat, pu 8,3, lieferte Chromatogramme, die sich von den urspriing- 
lichen kaum unterschieden. Nach den vorliegenden Ergebnissen wird 
eine wesentliche Steigerung des Trenneffekts wahrscheinlich erst der 
VorstoB in den py-Bereich von 9—10 bringen, in dem die Dissoziation 
der e-NH}-Gruppen des Lysins erfolgt. Wegen der Labilitiit der Amid- 
bindungen in diesem Milieu ist jedoch zunichst von einem solchen 
Schritt Abstand genommen worden. 

Eine Auftrennung des Gipfels 6 erschien aussichtsreicher, da er 
in allen Laiufen regelmaBig in der gleichen Zusammensetzung auftrat, 
obwohl er mehrere Komponenten enthielt. Zudem handelte es sich um 
Peptide, die erst relativ spit aus der Saule traten. 

Bei einer pu-Kontrolle des Gesamtlaufes war neben dem beim 
Durchbruch der Front beobachteten ein zweiter pu-Sprung festgestellt 
worden, der zwischen px 7 und 6 lag. Auffiilligerweise fiel er gerade mit 
jenen Fraktionen zusammen, die den Gipfel 6 bildeten. 


7 IL. Mitteil.: B. Liebold u. G. Braunitzer, diese Z. 814. 271 [1959]. 
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Als Ursache fiir den jihen px-Abfall wurde wegen der grojen 
Differenz der px-Werte von Kollidin und Pyridin die ungeniigende 
Pufferkapazitét in jenem kritischen Bereich vermutet. Es lag daher 
nahe, fiir die Uberbriickung jenes Gebietes Basen heranzuziehen, deren 
px-Werte zwischen denen von Kollidin und Pyridin liegen®. 

In zwei Rechromatographieversuchen konnten diese Uberlegungen 
bestiitigt werden: die Elution, die mit einem Picolin-Lutidin-Pyridin. 
Acetat-Puffer, pu7,5, und einem Essigsiiure-Gradienten begonnen 
wurde, brachte eine Auflésung des Gipfels 6 in drei Gipfel mit einer 
Komponenten-Verteilung 1/1/2; pu-Messungen ergaben entsprechend 
eine Kurve, die eine stetige und flache Neigung zeigt. 

Haimoglobin: Die von Ingram und Mitarbeitern® ausgearbeitete 
tryptische Spaltung von Hiimoglobin wurde nachgearbeitet und das 
dabei anfallende Peptidgemisch iiber Dowex 1 chromatographiert. Das 
Chromatogramm des Versuchs XXI (Abb. 3) gibt. die dabei erzielte 
Auftrennung in 15 Banden wieder. 
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Abb. 3. Elutionsdiagramm des Vers. XXI: Chromatographie des Peptidgemisches 
einer trypt. Spaltung von 24,3 ~.Mol Hamoglobin. 
Start: 19% Kollidin-Acetat, py 8,5; Pufferwechsel: 1% Kollidin-Acetat, px 7,8; 
1. Gradient: (1° Kollidin + 19% Pyridin-Acetat, pq 7,75) + 0,1n Essigsaure; 
2. Gradient: + 2n Essigsaure. 


{in Vergleich mit den Ergebnissen vom Globin-Lauf (Abb. 2) er- 
gibt bei unterschiedlicher Auflésung der ersten Gipfelgruppe und Iden- 
titat der Gipfel 5—9 und 12—14 ein Verschwinden der Gipfel 10 und 11. 
8 pk ,-Werte: Pyridin 5,23; 2-Picolin 5,96; 4-Picolin 6,05; 2.6-Lutidin 6,62; 
2.4-Lutidin 6,79; 2.4.6-Kollidin 7,45 (nach A. Gero u. J.J. Markham, J. org. 
Chemistry 16, 1835 [1951]. 
® V.M. Ingram, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 28, 539 [1958]. 
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Es wird vermutet, daB die darin enthaltenen Peptide bei der Ver- 
kniipfung des Hiims mit dem Globin eine Rolle spielen und bei der 
Aufarbeitung mit dem Core entfernt wurden. 

Oxydiertes Globin: Globin wurde in Anlehnung an eine Vor- 
schrift von Hirs!® vor der tryptischen Spaltung mit Perameisensaiure 
oxydiert. Nach Chromatographie der Peptide (Abb. 4) waren keine 
tryptophanhaltigen Komponenten mehr nachzuweisen. Dies war zu er- 
warten, da Tryptophan unter den Bedingungen der Oxydation ab- 
gebaut wird. 
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Abb. 4. Elutionsdiagramm des Versuches XX XIX: Chromatographie des Peptid- 
gemisches einer tryptischen Spaltung von 32 ~Mol oxydiertem Globin. 
—-+—-— : Ninhydrinfarbung nach Alkalihydrolyse. 

Start: 1°, Kollidin-Acetat, py 8,0; 1. Gradient: (1°% Kollidin + 1% Pyridin- 
Acetat, pu 7,5) + 0,ln Essigsiure; 2. Gradient: + 2n Essigsiure; AbschluB: 
Eisessig (ab Frakt. 380). Die hier nicht wiedergegebenen Fraktionen bis 415 
enthielten keine ninhydrinpositiven Substanzen. 


Es traten zwei neue Gipfel (Ox, und Ox,) unmittelbar vor der 
sauren Gipfelgruppe auf. Wahrscheinlich sind es die Core-Peptide des 
oxydierten Globins, Bruchstiicke von betrichtlicher GréBe (etwa 40 
Aminosiurereste), iiber die bereits von anderer Seite berichtet wurde”. 
Eine erst nach alkalischer Hydrolyse festgestellte Doppelbande ist noch 
nicht untersucht worden. 


Diskussion 


Das vorstehend beschriebene Dowex-1-Verfahren scheint — soweit 
die heutige Erfahrung reicht — vornehmlich auf Grund der Unter- 
schiede der Nettoladung der einzelnen Peptide zu arbeiten; dies geht 
aus dem Vergleich der relativen Lage der einzelnen Peptide hervor. 





10 C. H. W. Hirs. J. biol. Chemistry 219, 611 [1956]. 
11 J, A.Hunt u. V.M.Ingram, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 


28, 546 [1958]. 
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Eine Van der Waalssche Wechselwirkung zwischen den Peptiden und 
der Matrize des Austauschers spielt offenbar nur eine untergeordnete 
Rolle, zumindest ist die Wechselwirkung zwischen den Tryptophan 
und Cystein enthaltenen Peptiden wesentlich geringer als bei Verwen- 
dung von Dowex 50X21". Das gleiche scheint fiir den ,,Molekularsieb- 
effekt‘‘ zu gelten*. Dies bedingt, daB Peptide nicht ,,hangenbleiben“ 
und daB sogar Peptide mit einem Molekulargewicht von 4000 und mehr 
aus einer Siule von 150 cm Hohe eluiert werden kénnen. 

Ein weiterer Vorteil des Verfahrens liegt in der Verwendung fliich- 
tiger ninhydrinnegativer organischer Basen als Gegenionen. Geeignete 
Mischungen aus den Basen Pyridin, Kollidin, Lutidin oder Picolin 
einerseits und Essigsiure andererseits gestatten die Herstellung eines 
kontinuierlichen Abfalls der pu-Werte in der Siaule. Solche Puffer- 
Kombinationen kénnen nach Beendigung des Versuches im Rotations. 
verdampfer (ohne Entsalzung}*) entfernt werden; dadurch wird der 
Arbeitsaufwand betrachtlich vermindert. 

Wird Humanglobin A mit Harnstoff denaturiert und tryptisch 
gespalten’? und das Peptidgemisch anschlieBend an Dowex 1X2 chro. 
matographiert, so ergibt sich das in Abb. 2 wiedergegebene Elutions.- 
diagramm. Die unter einem Gipfel vereinigten Fraktionen wurden durch 
Papierchromatographie aufgetrennt (Abb. 5). Jeder Fleck entspricht 
einem tryptischen Spaltprodukt aus den beiden Peptidketten des 
Humanglobins A. 
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Abb. 5. Eindimensionales Ubersichts-Papierchromatogramm des Versuches XX 
(Abb. 2): Es wurden jeweils 25 ul der eingeengten Gipfelfraktionen auf Schleicher & 
Schiill-Papier 2043 b aufgetragen und mit Butanol/Hisessig/Wasser 4: 1:5 entwickelt. 





* Siehe Zusatz II bei der Korrektur (S. 142). 

122 J. Thaureaux u. P. Jollés, ©. R. hebd. Séances Acad Sci. 248, 1926 
[1956]; P. Jollés u. J. Jollés, ebenda 246, 1109 [1958]. 

13 N. Haugaard u. E.S. Hangaard, C. R. Trav. Lab. Carlsberg, Sér. chim. 
29, 347 [1955]. 
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In den vorderen Faktionen werden die Spaltprodukte mit basischem 
Charakter gefunden. Der Fleck 2/2 stellt reines Lysin dar, das aus bei- 
den Peptidketten stammt. Der Fleck 2/1 ergibt nach Totalhydrolyse 
(Ala, Gly, His, Lys), der Fleck 2/5 (Val, Lys), 2/4 (Leu, Arg) und der 
Fleck 4a/2 (Tyr, Arg). Aus der relativen Lage dieser und der iibrigen, 
in den folgenden Mitteilungen naher beschriebenen Spaltprodukte muB 
geschlossen werden, daB die Trennung dieser Verbindungen ausschlieB- 
lich auf Grund ihrer Nettoladung erfolgt. (Vgl. demgegeniiber den 
groBen Unterschied im Retentionsvolumen zwischen [Val, Lys] und 
(Tyr, Arg] beim Dowex-50X2-Verfahren.) In den Gipfeln 4 und 4a 
werden die Peptide gefunden, welche die drei Tryptophanreste des 
Humanglobins A enthalten. (Beim Dowex-50-Verfahren konnte nur das 
Peptid [Ala, Gly, Try, Lys] und auch erst nach Elution mit 0,2n NaOH 
erhalten werden.) Die neutralen Peptide werden durch Gradienten- 
Entwicklung mit 0,ln Essigsiure erhalten. Sie befinden sich in der 
mittleren Gipfelgruppe. In dieser Gruppe wurden viele Histidyl-Peptide 
gefunden, da im px-Bereich von 7 eine Protonierung des Histidin- 
Restes stattfindet. In diesem Gebiet fanden wir ferner das von In- 
gram? isolierte Valyl-histidyl-Peptid, in dem der spezifische Austausch 
einer Aminosiure bei der Sichelzellenanimie erfolgt. Die sauren Peptide 
werden durch Anlegung eines Gradienten mit 2n Essigsiiure erhalten. 
Das Peptid aus Gipfel 12 wandert in der Elektrophorese anodisch und 
enthalt Arginin, Histidin und Tyrosin. Peptid 13 ist mit dem zweiten 
Ingram-Peptid!> identisch, in dem der spez. Austausch einer Amino- 
siure zum Hamoglobin E fiihrt. Peptid 14 enthailt 19 Aminosauren, 
darunter 3 Phenylalaninreste. Das Peptid 6/3 ist Tyrosyl-histidin, das 
C-terminale Peptid der £-Kette des Globins. 

Wurde Himoglobin nach Ingram® in der Hitze denaturiert 
und anschlieBend tryptisch gespalten, so resultierte nach der Chromato- 
graphie iiber Dowex 1X2 das in Abb. 3 wiedergegebene Elutions- 
diagramm. Bereits aus Zahl und Art der Gipfel ergibt sich eine groBe 
Ahnlichkeit mit dem Versuch der Abb. 2. Ein Unterschied liegt ledig- 
lich in den vorderen Gipfeln. Die Analyse der einzelnen Gipfel ergibt 
qualitativ das gleiche Ubersichtschromatogramm wie Abb. 5, es ist nur 
eine Verschiebung der relativen Lage der einzelnen Peptide der basi- 
schen Gipfelgruppe festzustellen. Diesen Unterschied fiihren wir jedoch 
darauf zuriick, daB der Austausch durch das irreversible Festhalten 
des Hiims am oberen Teil der Siule gestért wird. Ein weiterer Unter- 
schied scheint darin zu liegen, daB die Intensitat der einzelnen Gipfel 
gegeniiber Abb. 2 kleiner ist, was wir auf die geringeren Ausbeuten an 
den Peptiden bei der Spaltung als Folge einer nicht so uniform ver- 
laufenden Denaturierung wie bei der Harnstoffbehandlung zuriick- 
fiihren. 

14 V.M. Ingram, Nature [London] 180, 326 [1957]. 


15 V.M. Ingram, Verdff. IV. Internat. KongreB f. Biochemie, Wien 1958, 
Bd. VIII, S. 95, Pergamon-Press, London 1960. 
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In Abb. 4 ist ein Elutionsdiagramm der tryptischen Peptide aus 
dem oxydierten HumanglobinA wiedergegeben. Bemerkenswert an 
ihm ist das Verschwinden der Tryptophan-Peptide und das Auftauchen 
der Komponenten Ox, und Ox, die beide Cysteinsiure enthalten. Ihrer 
Aminosiiurezusammensetzung und ihrem chromatographischen Ver. 
halten entsprechend, miissen diese beiden Komponenten als die Core- 
Peptide angesehen werden. 

Es erhebt sich die Frage, ob das neue Trennverfahren von allge-. 
meinerer Bedeutung ist: Das hier angefiihrte Beispiel, die Trennung 
des tryptischen Hydrolysates von Humanhimoglobin, scheint — auch 
wenn sie zu unserer Zufriedenheit gelungen ist — nicht das beste Bei- 
spiel fiir die Anwendbarkeit der Dowex-1X2-Methode zu sein, da Glo- 
bine infolge ihrer hohen px-Werte (~7,5) bei tryptischer Hydrolyse 
eine grofe Anzahl basischer Peptide liefern, die eine besonders geringe 
Affinitit zur Siule besitzen. Da die meisten Proteine jedoch einen 
isoelektrischen Punkt im schwach Sauren haben, diirfte deren Analyse 
leichter durchfiihrbar sein. In der Tat sprechen Erfahrungen an einigen 
anderen Proteinen, iiber die in anderem Zusammenhang berichtet wird, 
dafiir, daB unsere Erwartungen sich bestitigen*. 

Zwei Verbesserungen des Verfahrens sollen noch durchgefiihrt wer- 
den: es wird ein entsprechender Cyclus zur stirkeren Wechselwirkung 
stark basischer Peptide entwickelt und es wird angestrebt, die Ver- 
suchsdauer noch weiter herabzusetzen. Die reine Arbeitszeit mit Dowex 
1X2, 200—400 mesh dauert etwa 80 Stunden. Durch Anwendung des- 
selben Austauschers mit kleinerer KorngréBe (400—800 msh) diirfte 
— in Analogie zum Dowex-50X8-Verfahren fiir Aminosiuren1!® — die 
Versuchszeit auf die Hilfte zu reduzieren sein, so daB z.B. eine Analyse 
von 30—60 Mol eines Peptidgemisches in etwa 35 Stdn. durchgefiihrt 
werden kénnte. 


Herrn Professor Dr. A. Butenandt danken wir sehr herzlich fiir die wohl- 
wollende Férderung dieser Arbeiten. 


Methoden 
a) Allgemeine Methoden 
1. Vorbereitung des Harzes 

Das von der Fa. Dow Chemical & Co. hergestellte Harz Dowex 1X2 trigt 
als funktionelle Gruppe das Trimethyl-benzyl-ammonium-Ion. In den Handel 
kommt das chemisch-reine Material des Feinheitsgrades 200—400 mesh in der 
Cl§-Form. Diese mu8 zu den Versuchen iiber die OH®°-Form in die Acetat- 
Form iibergefiihrt werden: 

Die etwas feuchte Harzmasse wird mit In NH,OH aufgeschlammt; der 
Uberstand betrage 4/, der sedimentierten Masse. Man laBt etwa 1—2 Stdn. stehen 
und riihrt wiederholt um. Auf einer Glasfilternutsche (G2) wird abgesaugt und 
mit Wasser neutral gewaschen. Die Masse wird mit Eisessig aufgenommen (1/, Uber- 
stand), wiederum stehengelassen und geriihrt. Der iiberschiissige Eisessig wird auf 


—_ Siehe Zusatz III bei der Korrektur (S. 143). 
16S. Moore, D. H.Spackman u. W. H. Stein, Federation Proc. 17, 1107 
[1958]; dieselben, Analytic. Chem. 80, 1185 [1958]. 
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der Nutsche entfernt und das Harz mit entionisiertem Wasser neutralgewaschen. 
Der ganze Vorgang wird noch einmal wiederholt. 

Zur Entfernung kleinerer Teilchen wird das Harz mit so viel Wasser auf- 
genommen, bis Sediment und Uberstand gleiches Volumen einnehmen. Es wird 
kraftig umgeriihrt, danach 148t man das Harz sich absetzen. Sobald die Grenze 
Sediment—Uberstand sichtbar wird, beginnt man vorsichtig den Uberstand ab- 
zusaugen. Ist die Halfte der milchig triiben iiberstehenden Fliissigkeit entfernt, 
fillt man von neuem mit frischem Wasser auf und wiederholt den Vorgang, bis 
nach einer Sedimentationszeit von 15 Min. der Uberstand vollstandig klar ist. 
AnschlieBend wird der Austauscher in Wasser (Harz/Uberstand 1:1) etwa 3 Stdn. 
in einer Saugflasche durch Anlegung eines Vakuums an der Wasserstrahlpumpe 
entliiftet. Es wird von Zeit zu Zeit kraftig umgeschwenkt. 

Regenerierung des Austauschers: Nach jedem Versuch mu8 der Aus- 
tauscher mit Eisessig regeneriert werden. Dies ist nicht an der gefiillten Saule 
méglich, da bei Elution mit Eisessig die Saule ,,reiBt‘‘. Das Harz wird — sofern 
der vorhergehende Versuch nicht im sauren py-Bereich beendet wurde — auf 
einer Nutsche neutral gewaschen und dann mit einer ausreichenden Menge Kis- 
essig aufgenommen. Man la8t die Aufschlammung, die von Zeit zu Zeit geriihrt 
wird, 2 Stdn. stehen. Nach Absaugen des Eisessigs, erneutem Neutralwaschen 
und anschlieBendem Entgasen ist der Austauscher wieder betriebsfertig. 

Nach mehrmaliger Regenerierung mit Eisessig wird eine Uberfiihrung des 
Harzes in die OH9®-Form mit In NH,OH eingeschaltet. 

Die Uberfiihrung in die Propionat-Form (fiir Rechromatographieversuche) 
erfolgt in analoger Weise wie oben fiir die Acetat-Form beschrieben. 


2. Die Saule 

Vor der Verjiingung zum Ausflu8 der Saiule (1502 cm) befindet sich eine 
G2-Fritte. Die Saiule ist mit einem Mantel versehen, der durch einen Colora-Ultra- 
Thermostaten auf 35°-+-0,5° gehalten wird. Fiir praiparative Arbeiten kann ein 
Siulendurchmesser von 3 cm gewahlt werden. 

Mit dem Einschlammen des Harzes wird erst begonnen, wenn der 
Thermostat die eingestellte Versuchstemperatur anzeigt. Man gieBt zunachst 
etwa 30 m/ Wasser in die Saule und fiillt dann sofort mit der Harzaufschlammung 
(1:1) auf. Fiir die erste Halfte der Fillung sind Sedimentationsgeschwindigkeit 
und AbfluBgeschwindigkeit ungefahr gleich. In der oberen Halfte verarmt jedoch 
der Uberstand infolge der langsameren AbfluBgeschwindigkeit allmahlich an Harz. 
Um Ausbildung von Zonen zu vermeiden, pipettiert man daher jeweils die oberen 
fast klaren Schichten des Uberstandes ab und gie&t erst dann nach. Man fiillt 
mit Harz soweit auf, bis die Fiillung knapp unter dem Pegel des Wassers im 
Mantel liegt (Dauer etwa 2 Stdn.). 

Um den Austauscher zu 4quilibrieren, l48t man so lange Puffer (1—2 1; 
80—120 ml/Stde.) durchlaufen, bis das px der ausflieBenden gleich dem der ein- 
flieBenden Flissigkeit ist (elektrometrische Kontrolle). 


3. Die Puffer 

Das zur Pufferbereitung verwendete Wasser wird in einer groBen Saug- 
flasche an der Wasserstrahlpumpe von gelisten Gasen befreit (3—5 Stdn.). Als 
Puffer wird jeweils die 1, 2 bzw. 3 Vol.-proz. Lésung organischer Base in Wasser 
bereitet, ein Netzmittel hinzugegeben und dann mit Kisessig auf den gewiinschten 
pu-Wert gebracht (pqH-Meter der Fa. Radiometer, Copenhagen). 

Mit Ausnahme einiger Rechromatographieversuche wird bei allen Versuchen 
zu einem spateren Zeitpunkt ein Gradient angesetzt. Die kontinuierliche Zu- 
gabe des zweiten Puffers erfolgt in einem magnetisch geriihrten VorratsgefaB. 


4. Durchfiihrung der chromatographischen Analyse eines Peptid- 
gemisches 

Das auf 15—25 ml eingeengte tryptische Spaltungsgemisch (25—60 Mol) 
wird auf den gewiinschten pq-Wert gebracht (s. Spezielle Versuchsbedingungen). 
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Dieser soll um 0,5—0,7 py-Einheiten alkalischer sein als der verwendete Puffer, 
Denn beim Austausch der Peptide auf der Siule werden Acetat-Ionen frei; cies 
bewirkt infolge der geringen Kapazitét der angewendeten Puffer ein Absinken 
des py-Wertes, und hierdurch wiirde eine gréBere Anzahl von Peptiden mit der 
Front ,,durchrutschen“. 

Die Verbindung zwischen Vorratsgefa8 und Siule wird gelést. Die iiber dem 
Harz stehende Fliissigkeit wird bis auf einige Millimeter abpipettiert. Das vom 
Unléslichen abzentrifugierte Peptidgemisch wird mit einer Pipette vorsichtig auf. 
getragen, nachdem der letzte Uberstand im Harz eingesogen ist. 

Sobald das Peptidgemisch vollstandig aufgesogen ist, wird zunachst dreimal 
mit jeweils etwa 1 ml Puffer nachgespiilt. Man lat die Fliissigkeit immer voll- 
standig einziehen. Danach wird der Puffer wieder bis zur normalen Hohe (etwa 
5—8 em Uberstand) aufgefiillt und die Verbindung Reservoir—Saule hergestellt. 
Die DurchfluBgeschwindigkeit (30—40 ml/Stde.) wird durch Heben und Senken 
des VorratsgefaBes eingestellt. Wahrend eines Versuches laufen etwa 3—41 Elu- 
tionsfliissigkeit durch die Saule, die in Fraktionen von 10 ml durch einen Frak- 
tionssammler aufgefangen werden. 





5. Auswertung 

Der Peptid-Gehalt der einzelnen Fraktionen wird nach Moore und Stein!? 
bestimmt: 0,5 ml jeder Fraktion werden in einem geschlossenen Réhrchen mit 
1 ml Ninhydrin-Reagenz 15 Min. auf 100° erhitzt. Nach Abkiithlen wird mit 8 ml 
Wasser/Athanol 1:1 verdiinnt und die Extinktion bei 570 mu gemessen. 

Es werden jeweils 80 Bestimmungen in besonders konstruierten Standern 
gleichzeitig angesetzt. Die Inkubation erfolgt in einem Butantriol-Bad. Kin 
Sample-Transferator,sorgt fiir die schnelle Ausfiihrung der Messungen. 

Bei kleinen Gipfeln ist es notwendig, eine alkalische Hydrolyse der Frak- 
tionen vor der Ninhydrin-Bestimmung durchzufiihren, um zu ermitteln, ob es 
sich um gréBere Peptide handelt: 0,2—0,3 m/ einer Fraktion werden mit 1 ml 
2,5n NaOH in einem offenen Réhrchen 2,5 Stdn. auf 90° erhitzt. Nach Abkiihlung 
wird mit 1 ml 30proz. Essigsiure neutralisiert. 

Die anschlieBende Ninhydrin-Bestimmung mit 1 ml Reagenz erfolgt wie 
oben beschrieben. Es wird jedoch vor der Messung nur mit 6 ml Wasser-Alkohol 
verdiinnt. 

Ninhydrin-Reagenz: Wie bei Stein und Moore, jedoch wurde die Nin- 
hydrinmenge auf 1/, reduziert. 


6. Aufarbeitung 

Die bei 4° aufbewahrten Fraktionen, die zu einem Gipfel gehéren, werden 
vereinigt, mit ] Tropten n-Octanol versetzt und am Rotationsverdampfer bis zur 
Trockne eingedampft. Der Riickstand wird mit 3 ml Wasser aufgenommen. 

Fir die Ubersichtschromatogramme (Abb. 5) wurden jeweils 25//Gin - 
fel auf Schleicher & Schiill-Papier 2043b getiipfelt und absteigend im Partridge- 
System (Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:5) chromatographiert. 


.b) Spezielle Versuchsbedingungen 
Als Ausgangsmaterial fiir die Globindarstellung diente ein 5mal kristalli- 
siertes Humanhamoglobin A der Behringwerke. Dieses Produkt wurde durch 
praparative Hochspannungselektrophorese!® untersucht*. Die Einheitlichkeit 
des verwendeten Praparates geht aus Abb. 6 hervor. 


17 §. Moore u. W. H. Stein, J. biol. Chemistry 176, 367 [1948]; 211, 907 
[1954]. 

18 W. GraBmann u. K. Hannig, Naturwissenschaften 87, 397 [1950]; 
diese Z. 292, 32 [1953]. 

* Herrn Dr. K. Hannig und Herrn Dr. M. Schleyer danken wir fiir die 
Ausfiihrung der Hochspannungselektrophorese. 
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Versuch XVIII 
Tryptische Spaltung: 31,2 uwMol natives 25 i 

Globin!*? wurden mit Harnstoff denaturiert’, die 

Lésung anschlieBend dialysiert und lyophilisiert. ‘ 

Das denaturierte Protein (26,1 uMol) wurde in 120 ml 

Wasser gelést und 20 Stdn. der tryptischen Hydro- 

lyse unterworfen. Die Spaltung 2° verlief mit einer 20. 

Ausbeute von 74,5°% d. Theorie. Das Peptidgemisch 

wurde im Lyophilisator getrocknet. Das Trocken- 

produkt wurde mit 30 ml Jproz. Pyridinlosung auf- 

genommen; mit verdiinnter Essigsiure wurde pq 7,1 

eingeste!lt und dann vom Ungelosten abzentrifugiert. 
Saulenversuch (Abb. 1): Die Saule, mit 15+ 

einer Harzfiillung von 135 cm, Acetat-Form, wurde 

mit 1°, Pyridin-Acetat, pq 7,1, aquilibriert. Die 

Lisung der Peptide wurde aufgetragen und die 

Elution mit dem Pyridin-Acetat-Puffer, px 7,1, 

begonnen. Nach der Frakt. 54 wurde folgender 10 

Gradient logarithmisch angeschlossen: 1 1 (1% Pyri- “i 

din, 1% Kollidin, Fssigsaure, pq 7,0) + 2 1 0,1n 

Essigsiure*. Zum Abschlu8 wurde ab Frakt. 154 

mit Kisessig eluiert. 








05+ | 











Abb. 6. Extinktionsdiagramm der nach praparativer : i 

Hochspannungspapierelektrophorese!* von Human- 1! Near 

himoglobin A anfallenden Fraktionen. Messung der | ; 

optischen Dichte bei 280 mu (a), 415 mu (b) und Wg 

(nach Ninhydrin-Reaktion) bei 570 my (c). — 0,008n —~ ji ea 

Veronal-Na-Puffer, pH 8,6; 48 Stdn., 1100 V und Sate== a ki 
220 mA. ' _ 

Fraktionen —— 


Versuch XX 

Tryptische Spaltung: 25 uMol denaturiertes Globin wurden in 40 ml 
Wasser gelést und der enzymatischen Hydrolyse mit Trypsin unterworfen: Spal- 
tungsausbeute: 60%, d. Theorie. Im Exsikkator wurde die Lésung auf 20 mi ein- 
geengt, 0,2 ml Kollidin zugesetzt, mit verd. Essigsiure py 8,5 eingestellt und 
schlieBlich vom Ungelésten abzentrifugiert. 

Saulenversuch (Abb. 2): Die Saule, Acetat-Form, 140 cm Fiillung, wurde 
mit 1°, Kollidin-Acetat-Puffer, py 8,0, aquilibriert und die Elution des aufgetra- 
genen Peptidgemisches mit demselben Puffer gestartet. Der AnschluB des 1. Gra- 
dienten erfolgte nach Frakt. 56: 11 (1°, Kollidin + 1% Pyridin, Essigsaure, 
pu 7,5) + 21 0,1n Essigsiure, der Austausch der 0,1 Essigsaure gegen 2n Essig- 
siure nach Frakt. 210. Beendet wurde der Versuch durch die Elution mit Kis- 
essig ab Frakt. 293. 
pu-Messungen: 

Frakt. Nr. | 15 | 19 | 25 | 30 | 36 | 43 | 48 | 53 | 58 | 70 | 108 


PH | 8,05 | 7,55 | 7,8 | 7,8 | 7,75] 7,8 | 7,8 | 7,8 | 7,75 | 7,65 | 7,60 
112 | 123 | 132 | 135 | 165 | 200 | 235 | 255 | 295 | 320 
7,45 | 7,2 | 7,0 | 6,35 | 5,35 | 4,85 | 4,45 | 4,3 | 2,95 | 2,3 


19 M.L. Anson u. A. L. Mirsky, J. gen. Physiol. 18, 469 [1930]. 
20 C.F. Jacobsen u. J. Léonis, C. R. Trav. Lab. Carlsberg, Sér. chim. 27, 
333 [1951]; F. M. Richards, ebenda 29, 322 [1955]. 
* Der Klammerausdruck gibt die Zusammensetzung des Puffers wieder, der 
sich im MischgefaB befindet und zu dem die Essigsaure einflieBt. 
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Versuch XXI 

Tryptische Spaltung nach Ingram®: Eine 2proz. Lésung von 24,3 Mol 
Hamoglobin wurde mit verd. Natronlauge auf py 8,0 eingestellt und in meh. 
reren engen Reagenzréhrchen 4 Min. im Wasserbad auf 90° erbitzt. Die Proben 
wurden sofort danach abgekiihlt. Die braune Suspension wurde in die Reaktions. 
zelle iibergefiithrt und 90 Min. bei 37° der Wirkung von 16 mg vorbehandeltem? 
Trypsin ausgesetzt (Spaltungsausbeute ~ 52°,,). AnschliefSend wurde von Un. 
gespaltenem abzentrifugiert, dann mit In Essigsiure auf py 6,4 zuriicktitriert 
und nochmals von dem nun ausgefallenen Core abzentrifugiert. 

Die so erhaltene klare Lésung wurde im Exsikkator auf 20 ml eingeengt, 
mit 0,4 ml Kollidin versetzt, mit verd. Natronlauge py 9,0 eingestellt und auf. 
getragen. 

Saulenversuch (Abb. 3): Die Standardsiule war diesmal mit 1°, Kollidin- 
Acetat-Puffer, px 8,5, aquilibriert worden. Mit demselben Puffer wurde nach 
Adsorption der Peptide zuerst eluiert. Nach Frakt. 25 wurde der Puffer gewechselt: 
es wurde Iproz. Kollidin-Acetat, py 7,8, angeschlossen. Der 1. Gradient folgte 
nach Frakt. 76: 11 (1°, Kollidin + 19% Pyridin, Essigsiure, py 7,75) + 21 0,1n 
Essigsiure. Vor Frakt. 199 wurde die 0,1n Essigsiure gegen 2n Saure ausgetauscht. 


Versuch XXXIX . 

Oxydation des Globins nach Hirs!®: 65 ~Mol natives Globin wurden in 
50 ml 10proz. Essigsiure gelést und 43 Stdn. gegen 107 Wasser dialysiert. An- 
schlieBend wurde die Lésung iiber eine Dowex-] X2-Saule (Acetat-Form, 3 « 20 cm, 
mit Wasser aquilibriert) geschickt. Das Eluat wurde im Lyophilisator getrocknet*. 
31 «Mol des so vorbehandelten Globins wurden in 25 ml 100proz. Ameisensiure 
gelést und 30 Min. bei 0° stehengelassen. Inzwischen waren 0,5 ml Perhydrol und 
9,5 ml 100proz. Ameisensiure bei 20° zusammengegeben und 3 Stdn. bei dieser 
Temperatur sowie 30 Min. bei 0° stehengelassen worden. Die Proteinlésung wurde 
mit der Perameisensiure zusammengegeben und danach 2,5 Stdn. stehengelassen. 
Nach beendeter Reaktion wurde das Gemisch bei 0° in 450 ml Eiswasser gegossen. 
Diese Lésung wurde sofort gefriergetrocknet, mit 150 ml Wasser wiederum auf- 
genommen und erneut im Lyophilisator getrocknet. Ks fielen 948 mg eines wei8en, 
flockigen Produktes an. 

Tryptische Spaltung: Das oxydierte Globin wurde in 80 ml Wasser ge- 
lést und mit Trypsin 3 Stdn. gespalten (Spaltungsausbeute etwa 57°). Es wurde 
vom Ungespaltenen abzentrifugiert, die Lisung auf 30 m/ eingeengt und mit 
0,6 ml Kollidin versetzt; dabei resultierte der gewiinschte py-Wert 8,75. 

Saulenversuch (Abb. 4): Die Normalsiule wurde mit 1%, Kollidin-Acetat, 
pu 8,0 aquilibriert, das Peptidgemisch aufgetragen und die Elution mit dem 
gleichen Puffer bis Frakt. 77 durchgefiihrt. Dann erfolgte der AnschluB des Gra- 
dienten 11 (1% Kollidin + 1%, Pyridin, Essigsiure, py 7,5) + 21 0,1n Essig- 
siure; ab Frakt. 235 2n Essigsiure an Stelle der 0,1ln Saure. Nach Frakt. 379 
wurde mit Eisessig eluiert. 


Zusatze bei der Korrektur 

I. Es zeigte sich, daB die Versuche dadurch vereinfacht werden kénnen, daf 
nur mit einem Puffer gearbeitet wird, an den der Gradient direkt angelegt wird; 
ein Austausch der PuffergefaBe (s. oben) wird dabei vermieden. Als giinstig erwies 
sich, mit 1°, Kollidin + 1°, Pyridin-Acetat (pj, 8,2—8,4) zu starten; der 1. Gra- 
dient (0,1 Essigsiure) wird nach der 30.—40. Fraktion angelegt, die Entwicklung 
mit 2n Essigsiure erfolgt wie oben beschrieben (etwa zwischen py 5,5—4,5 des 
Eluates angeschlossen). 

II. Die gute Eluierbarkeit der Peptide und den geringen Molekularsiebeffekt 
bei Dowex 1 fiihren wir auf die Konstitution des Austauscherharzes zuriick. Die 





* Zweck der Vorbehandlung war die Entfernung von Cl®-Ionen des Globin- 
hydrochlorids, um bei der Oxydation eine Halogenierung des Tyrosins zu ver- 
meiden!®. 
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funktionelle Gruppe von Dowex 1 ist ein Trimethyl-benzyl-ammonium-Kation, 
wiahrend bei Dowex 50 der Austausch an dem Anion einer kernsubstituierten 
Sulfosiure erfolgt. Man darf annehmen, da8 die bei Dowex 1 zwischen Benzolkern 
und positiv geladenem Stickstoff eingeschobene Methylengruppe einen entschei- 
denden Einflu8 auf die Austauschwirkung dieses Harzes hat: eine nichtionische 
Wechselwirkung der Peptide mit dem aromatischen Trager der funktionellen 
Gruppen, der Matritze des Austauschers, wird weitgehend ausgeschaltet. 

Ill. Wahrend der Drucklegung dieser Veréffentlichung konnte an weiteren 
Beispielen die gute Anwendbarkeit der Anionen-Austauscher gezeigt werden: 
Erstmalige Isolierung simtlicher tryptischer Peptide des Proteins des Tabak- 
mosaik- Virus-(TMV)-Wildstammes vulgare?! und Untersuchung der Protein- 
komponenten einer groBen Anzahl von Mutanten des TMV”; Aufklirung der 
Primarstruktur des Proteins des TMV-Wildstammes und zwar sowohl in Tiibingen?* 
als auch in Berkeley*4; Isolierung Plastein-aktiver Peptide aus Witte-Pepton?> 
und die Isolierung tryptischer Spaltprodukte des Kollagens?®. 

Das Dowex-1X2-Verfahren wurde ferner mit Erfolg zur Auftrennung pep- 
tischer und chymotryptischer Peptide der beiden Peptidketten des Humanglobins A 
verwendet. Die Charakterisierung der auf diese Weise isolierten enzymatischen 
Abbauprodukte gestattete es, simtliche tryptischen Peptide des Humanglobins A?’ 
in ihrer Reihenfolge innerhalb ihrer Peptidketten festzulegen und Partialformeln 
der «-Kette und der 6-Kette dieses Proteins aufzustellen?®. 


Zusammenfassung 


Es wird ein neues Verfahren zur Trennung natiirlicher Peptide 
iiber Anionenaustauscher beschrieben: besonders bewihrt hat sich 
Dowex 1X2 im Acetat-Cyclus. Die Einstellung des px-Gradienten er- 
fol. durch Anwendung ninhydrinnegativer fliichtiger Basen; dadurch 
wird eine Entsalzung iiberfliissig und die Fraktionen kénnen nach 
Rotationsverdampfen unmittelbar weiter untersucht werden. Der Trenn- 
effekt erfolgt hauptsichlich auf Grund der Nettoladung: Tryptophan- 
und Cysteinpeptide werden nicht in der Siule festgehalten. 

Der Anwendungsbereich der Methode wird diskutiert und am Bei- 
spiel des Globins aus Humanhimoglobin A aufgezeigt. Die Aminosiure- 
Zusammensetzung mehrerer Peptide des Globins A wird angegeben und 


21H. G. Wittmann u. G. Braunitzer, Virology 9, 726 [1959]. 

2-H. G. Wittmann, Z. Vererbungsl. 90, 463 [1959]; Virology 12, 609 [1960]. 

*3 FF. A. Anderer, H. Uhlig*E. Weber u. G. Schramm, Nature [London] 
186, 922 [1960]. 

“4A. Tsugita, D. T. Gish, J. Young, H. Fraenkel-Conrat, 
(.A. Knight u. W. M. Stanley, Proc. nat. Acad. Sci. USA 46, 1463 [1960]. 

25 Th. Wieland, H. Determann u. E. Albrecht, Liebigs Ann. Chem. 6338, 
185 [1960]. 

26 K. Hannig, Federation Proc. 19, 1 [1960]; W. Grassmann, K. Hannig 
u. M. Schleyer, diese Z. 322, 71 [1960]. 

27 VIII. Mitteil.: K. Hilse u. G. Braunitzer, Z. Naturforsch. 14b, 604 
{1959]; K. Hilse, Dissertat., Univ. Miinchen 1961. 

28 N. Hilschmann u. G. Braunitzer, diese Z. $17, 285 [1959]; G. Brau- 
nitzer, N. Hilschmann u. R. Miiller, diese Z. 318, 284 [1960]; G. Braunitzer, 
B. Liebold, R. Miller u. V. Rudloff, diese Z. 320, 170 [1960]; G. Braunitzer, 
VY. Rudloff, K. Hilse, B. Liebold u. R. Miller, diese Z. 320, 283 [1960]; 
G. Braunitzer, N. Hilschmann, K.Hilse, B. Liebold. R. Miller, diese Z. 
322, 96 [1960]. 
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das Ergebnis fiir die Gesamtstruktur des Humanhimoglobins A dis. 
kutiert. 


Summary 


A new method is described for the separation of naturally occuring 
peptides by anion exchange. Dowex 1X2 in the acetate cycle has been 
proved suitable. The px gradient was attained by the use of ninhydrin. 
negative, volatile bases. Desalting is hereby dispensed with and after 
evaporation in the rotatory evaporator, the fractions can be subjected 
directly to further analysis. The separation effect seems to be brought 
about by the net charge: tryptophan and cysteine peptides in parti- 
cular are not held by the column. 

The experimental possibilities of the method are discussed and its 
«pplication exemplified with the globin from human haemoglobin A. 
The amino acid composition of several peptides is given and the result 
is discussed for the complete structure of human haemoglobin A. 


Dr. G. Braunitzer, Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 15, Goethe. 
straBe 31. 
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Der Umbau von Prothrombin in Thrombin durch Trypsin, I 


Der Reaktionsverlauf 
Von 
L. Roka 
Aus dem Institut fiir Vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a, Main 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6.Oktober 1960) 


Der Umbau von Prothrombin in Thrombin durch Trypsin wurde 
1936 von Eagle und Harris?! beschrieben und ist seither von vielen 
Seiten bestatigt worden® °, Der Reaktionsverlauf ist jedoch noch nicht 
analysiert und der Reaktionsmechanismus nicht aufgeklart. 


Bei der Spontangerinnung des Blutes verliuft die Umformung von 
Prothrombin in Thrombin autokatalytisch, d.h. die Reaktion startet 
sehr langsam, verliuft dann mit zunehmender Geschwindigkeit, bis 
Maximalgeschwindigkeit erreicht ist, und wird dann wieder langsamer, 
bis sie zum Stillstand kommt. 

Denselben Reaktionsverlauf zeigt die Thrombin-Bildung, wenn 
Prothrombin entweder durch Gewebe-Thrombokinase oder durch eine 
25proz. Natriumcitratlésung aktiviert wird‘. 


Es lag daher nahe, anzunehmen, da auch die Umformung von 
Prothrombin durch Trypsin autokatalytisch verlauft. Dafiir sprechen 
die Daten von Schultze und Schwick® *. Die genauere Analyse ergab 
jedoch, daB der autokatalytische Verlauf nur unter bestimmten Reak- 
tionsbedingungen, so bei einem groBen Uberschu8 an Prothrombin oder 
bei zu geringer Salzkonzentration im Reaktionsmilieu, auftritt. Unter 
anderen Reaktionsbedingungen startet die Thrombin-Bildung gleich mit 
maximaler Geschwindigkeit. 

Im folgenden soll iiber die Analyse des Reaktionsverlaufes unter 
verschiedenen Bedingungen berichtet werden. 


1 T. N. Harris u. H. Eagle, J. gen. Physiol. 20, 543 [1936]. 

2 J. H. Ferguson u. B. N. Erickson, Amer. J. Physiol. 126, 661 [1939]; 
J.H. Ferguson, B.L. Travis u. E.B. Gerheim, Blood 3, 1130 [1948]; 
G. Kleinfeld u. D. V. Habif, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 84, 432 [1953]; 
E. Deutsch u. H. Friihauf, Acta haematol. 18, 161 [1955]; B. Alexander, 
Proc. IV. Internat. Congr. Biochem. Wien 1958, Bd. X, 8. 37, Pergamon Press, 
London 1959. 

3-H. E. Schultze u. G. Schwick, diese Z. 289, 26 [1951]. 

4 L. Réka, Proc. IV. Internat. Congr. Biochem. Wien 1958, Bd. X, S. 195, 
Pergamon Press, London 1959. 
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Methodik 


Prothrombin wurde in Anlehnung an die Methode 12 der Harvard-Gruppe5 
wie folgt hergestellt: Rinderoxalatplasma (9 Teile Rinderblut und 1 Teil einer 
Lésung, die 5 g Oxalsaéure und 18,5 g Kaliumoxalat// enthalt, zentrifugiert) wurde 
bei 4° unter Riihren mit 11 1m Na,SO, und 1/ 1m BaCl, auf 10/7 Rinderplasma 
versetzt, das ausgefallene BaSO, mehrere Stunden geriihrt, dann abzentrifugiert 
und hinereinander mit je 1/1 0,9proz. NaCl, Wasser, 0,1n Na-Oxalat und 0,005m 
Na-Citrat gewaschen, dann 3mal mit je 200 m/ 5proz. Na-Citrat eluiert, die ver. 
einigten Eluate iiber Nacht gegen bidest. Wasser unter Riihren bei 4° dialysiert. 

Die dialysierte Lésung wird auf py 6,0 gebracht, das ausfallende Eiwei8 
abzentrifugiert, anschlieBend das py auf 4,6 eingestellt, das ausfallende Pro. 
thrombin abzentrifugiert und bei py 7,0 in Wasser gelést. Das so gewonnene Roh. 
prothrombin wurde dann an DEAE-Cellulose (5 g/l) in 0,005m Trispuffer, px 7,5, 
adsorbiert und erst mit 0,5proz. NaCl 2mal gewaschen, anschlieBend mit 0,9proz. 
NaCl eluiert. Das Eluat wurde erneut iiber Nacht bei 4° dialysiert und das gewonnene 
Prothrombin gefriergetrocknet. Es enthielt 1000 Einh./mg Protein. 

Trypsin: Boehringer. 

Fibrinogen: Behring-Werke. : 

Reaktionsansatze: Prothrombin, CaCl, und Trypsin wurden gemischt und 
bei den jeweils angegebenen Temperaturen inkubiert. Das Reaktionsgemisch wurde 
durch einen pq-Staten staindig auf dem angegebenen py-Wert gehalten. 

Das gebildete Thrombin wurde dadurch bestimmt, daB eine Probe des Re- 
aktionsansatzes- mit Wasser auf das 10- bis 100fache verdiinnt wurde, davon 0,2 ml 
zu 0,1 ml Fibrinogen (300 mg%) pipettiert und die Zeit bis zum Auftreten des Ge- 
rinnsels bei 37° gemessen wurde. 

An Hand einer Eichkurve wurde aus der gemessenen Gerinnungszeit die 
Thrombin-Menge der Probe ermittelt. 





48 Ergebnisse 


" y Ist das Gewichtsverhaltnis Pro- 
A thrombin zu Trypsin gréBer als etwa 

100, dann verliuft die Reaktion , autokata- 
= Fi oe lytisch‘‘. Steigert man bei konstanter Pro- 
. thrombin-Menge die zugesetzte Menge 


u 7 Trypsin, dann geht der autokatalytische 
VA Verlauf in eine Reaktion 1. Ordnung 


/ iber (Abb. 1). 
as A Abb. 1. Verlauf der Thrombin-Bildung in Ab- 


; 9 | hangigkeit vom Gewichtsverhaltnis Prothrom- 
bin zu Trypsin (Zahlen an den Kurven). 
ia Ansatz: 6,5 mg Prothrombin/ml; 13 y, 67 y bzw. 














135 y Trypsin/ml; 0,15m NaCl; pq 7,8; 15°. 

















0 60 120 160 


5 D.M.Surgenor, miindliche Mitteilung [1956] und D.M.Surgenor, 
R. B. Pennell, E. Alameri, W. H. Batchelor, R.K. Brown, M.J. Hunter 
u. V. L. Mannick, Vox Sang. 5, 272 [1960]. 
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AuBer durch das Verhaltnis von Prothrombin zu Trypsin wird die 
Thrombin-Bildung auch noch von der Art und Menge der vor- 
handenen Ionen bestimmt. Vermindert man die Konzentration der 
Elektrolyte, dann verliuft die Reaktion immer langsamer, bis schlieBlich 
ohne Salzzusatz praktisch kein Thrombin mehr entsteht. Die beobachtete 
Restaktivitét kénnte auf der Anwesenheit von Spuren an Salzen be- 
ruhen. 

Die fiir die maximale Reaktionsgeschwindigkeit erforderliche Salz- 
konzentration richtet sich nach der Art der Ionen. Eingehend studiert 
haben wir den EinfluB von NaCl und CaCl,. NaCl steigert die Reaktions- 
geschwindigkeit bis zu einem Optimum bei 0,2m Endkonzentration 
(Abb. 2). Aber auch bei optimaler NaCl-Konzentration bleibt bei einem 
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Abb. 2. Abhangigkeit der Thrombin-Bildung von der NaCl-Konzentration. (Die 
Zahlen an den Kurven geben die NaCl-Endkonzentration in mMol/I an.) 
Ordinate: Aktivitaét 4 des gebildeten Thrombins in Thrombin-Einh. pro Ansatz. 
Ansatz: 3,5 ml mit 3,66 mg Prothrombin; 18 y Trypsin; pp 7,0; 20°. 


Verhiltnis von Prothrombin/Trypsin von 60 der _,,autokatalytische“‘ 
Verlauf erhalten. CaCl, erméglicht die Thrombin-Bildung bereits in viel 
geringerer Konzentration. Bereits etwa 3 mMol// lassen die Reaktion mit 
maximaler Geschwindigkeit ablaufen. Unter diesen Bedingungen ver- 
liuft auch bei dem hier gewihlten Gewichtsverhaltnis von Prothrombin/ 
Trypsin = 160 die Reaktion nach der 1. Ordnung. Uberschiissige CaCl,- 
Mengen hemmen die Reaktion und gleichzeitig damit tritt auch der 
,autokatalytische‘‘ Verlauf wieder auf (Abb. 3). 


10* 

















148 


L. Réka, Bd. 323 (1961) 


Die Abhingigkeit des Reaktionsverlaufes vom Verhiltnis Pro. 


thrombin zu Trypsin einerseits und von der Ionenkonzentration anderer. 
seits laBt verschiedene Deutungen zu. Der autokatalytische Verlauf 
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beruht entweder darauf, daB ein Re. 
aktionspartner erst im Verlauf der 
Reaktion entsteht oder aktiviert 
wird, oder aber es liegt eine Substrat. 
hemmung vor, die verschwindet, so- 
bald im Verlauf der Reaktion der 
SubstratiiberschuB abgebautist. Aus 
der Kinetik der Reaktion ergibt sich 
tatsichlich eine Hemmung durch 
tiberschiissiges Prothrombin (Abb. 4). 





Abb. 3. Einflu8 der CaCl,-Konzentration 
auf die Thrombin-Bildung. (Die Zahlen 
an den Kurven geben die CaCl,-Endkon- 
zentration in mMol/I an.) 
Ansatz wie bei Abb. 2. 
Ordinate: Aktivitét A des gebildeten 
Thrombins in Thrombin-Einheiten pro 
Ansatz. 
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Abb. 4. Reziproke Anfangsgeschwindigkeit (Min./g) der Thrombin-Bildung in Ab- 
hangigkeit von der Prothrombin-Konzentration nach Lineveaver u. Burk. 
Ansatz: 0,25 bis 4,0 g Prothrombin/1; 10 y Trypsin; 0,05m Veronal-Na; px 7,5; 20°. 
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Bei dem Einflu8 der Ionen vermuteten wir eine Aktivierung eines 
Reaktionspartners. Um festzustellen, ob Prothrombin oder Trypsin der 
aktivierte Reaktionspartner ist, wihlten wir zwei Wege: 1. Wir inku- 
bierten einmal Prothrombin und das andere Mal Trypsin mit den Elektro- 
































lyten, bevor wir den anderen Reaktionspartner zusetzten. Wenn aus 
ert — Ferment + Ion oder Substrat + Ion ein aktiviertes Produkt entsteht, 
‘at- — dann erwarteten wir, daB die jeweilige Sekundirreaktion rascher ver- 


so- — Jaufen wiirde. Zur Vorinkubation wahlten wir verschiedene Tempera- 
der — turen (4° und 37°) und lieBen die Sekundirreaktion bei 15° ablaufen. 
\us [— Wir sahen in keinem Fall eine Aktivierung. In allen Proben verlief die 
ich — Thrombinbildung gleich rasch. 2. Ausgehend von der Vorstellung, daB 
rch — bei einer Vorreaktion die Menge der benétigten Ionen sich nach dem 
4). | Partner richten sollte, mit dem sie reagieren, versuchten wir festzustellen, 
ob sich die fiir die Reaktion optimale Salzkonzentration nach der Pro- 
thrombin- oder der Trypsinmenge richtet. Dabei ergab sich, daB um so 
mehr Ca2®-Ionen erforderlich sind, um die Reaktion mit maximaler Ge- 
len — schwindigkeit ablaufen zu lassen, je gréBer das Gewichtsverhialtnis Pro- 
on- — thrombin/Trypsin ist (Abb. 5). 

LaBt man die Prothrombin- und Ionenkonzentration konstant, dann 
hingt die Geschwindigkeit, mit der Thrombin entsteht, von der verfiig- 
pro | baren Menge Trypsin ab. Allerdings 
richtet sich die Reaktionsgeschwin- 03 
digkeit auch nach den vorhandenen f,2@ 
Ionen, wie Abb. 6 zeigt. \ 
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Abb. 5 Abb. 6 


Abb. 5. Optimale CaCl,-Konzentration copt als Funktion des Gewichtsverhilt- 
nisses Prothrombin/Trypsin. Ansatz: 3,2 mg Prothrombin und 1—25 y Trypsin (©) 
bzw. 0,5—8 mg Prothrombin und 5 y Trypsin (@); px 7,8; 12°. 


Abb. 6. Geschwindigkeit der Thrombin-Bildung in Abhangigkeit von der Trypsin- 
menge. Ordinate: v=mg Thrombin - ml-! - Min.~}. Ansatz: 6,5 mg Prothrom- 
", bin; 0,008m CaCl, oder 0,155m NaCl oder keine Ionen ( ©); pH 7,5; 37°. 
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Auch die Temperaturabhiangigkeit der Reaktionsgeschwindig- 
keit wird von der Ionenart und -konzentration beeinflu&t. Bei optimaler 
CaCl,-Konzentration ist weniger Energie erforderlich, als in Gegenwart 
von NaCl (Abb. 7). 

Wie wir bereits berichtet haben (siehe 1. c.**), richtet sich nicht 
nur die Reaktionsgeschwindigkeit, sondern auch die Ausbeute an Throm- 
bin nach der verfiigbaren Menge Trypsin. Wird die Reaktion durch 
die verfiigbare Trypsinmenge limitiert, dann wird nur ein Teil des an- 
gebotenen Substrates in Thrombin umgewandelt; steigert man die 
Trypsinmenge, so erhéht sich die Ausbeute an Thrombin, bis das ge- 
samte Prothrombin in Thrombin iibergefiihrt ist. Weitere Steigerung der 
verfiigbaren Menge Trypsin fiihrt dann zum Abbau des gebildeten 
Thrombins. Diese Abhingigkeit zeigen Abb. 8 und 9. Auch die Ausbeute 
wird auBer von der verfiigbaren Menge Trypsin von Art und Konzen- 
tration der vorhandenen Ionen bestimmt. DaB dabei Trypsin verbraucht 
wird, 1iBt sich dadurch zeigen, daB eine zum Stillstand gekommene 
Reaktion nur durch erneuten Trypsinzusatz wieder in Gang gebracht 
werden kann (Abb. 10). Das bei der Reaktion mit Prothrombin inakti- 
vierte Trypsin ist auch gegeniiber Casein unwirksam geworden, wie 
Abb. 11 zeigt. 
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Abb. 8. Thrombin-Bildung als Funktion der Trypsinmenge. 10000 Einh. Pro- 
thrombin wurden bei 4° und pq 8,2 mit den in y/Ansatz an den Kurven angegebenen 
Trypsin-Mengen inkubiert. 

Ordinate: Aktivitaét A des gebildeten Thrombins in Thrombin-Einheiten. 





6 L. Réka, Tagungsbericht der Gesellschaft fiir physiol. Chemie, Berlin 1959 
(im Druck). 
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Abb. 9. Aus den Werten der Abb. 8 ermittelte Beziehung zwischen Trypsin und 
Thrombin-Ausbeute. Ordinate: mg in Thrombin umgewandeltes Prothrombin. 


Abb. 10. Nachtragliche Erganzung je einer Reaktionskomponente. Ordinate: Akti- 


vitaét A des gebildeten Thrombins in Thrombin-Einheiten pro ml Ansatz. 
Ansatz: 1,6 m/ mit 4 mg Prothrombin; 2,5 y Trypsin; 0,006m CaCl,; px 7,2; 15°. 
Nach 90 Min. wurde der Ansatz geteilt. und zu Teil 1 Wasser, zu Teil 2 CaCl, bis zu 
einer Konzentration von 0,012m, zu Teil 3 1 mg Prothrombin und zu Teil 4 
2 y Trypsin zugesetzt. 
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Abb. 11. Verlust der Trypsinaktivitat nach Inkubation mit einem UberschuB an 
Prothrombin, gemessen a) an der Reaktion Prothrombin > Thrombin und b) an 
der Spaltung von Casein. 

Ansatz: 20,0 mg Prothrombin; 10 y Trypsin; 0,012m CaCl,; Vol. des Ansatzes: 5 ml; 
px 7,5; 120 Min. bei 12° inkubiert, dann a) 2,5 m/ mit 10,0 mg Prothrombin ver- 
setzt und die Thrombin-Bildung bei 12° gemessen; b) 2,5 m/l mit 2,5 ml Casein in- 
kubiert und nach 120 Min. bei 37° die Extinktionszunahme bei 275 my im Perchlor- 
sdureiiberstand gemessen. Kontrollansatze (K) ohne Prothrombin ebenfalls 120 Min. 
bei 12° inkubiert. Ordinate bei a: mg Thrombin/2,5 m/l Ansatz. 
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Diskussion 


In salzfreiem Milieu ist Prothrombin in Gegenwart von Trypsin 
stabil. Trypsin reagiert erst dann mit Prothrombin, wenn Ionen zugegen 
sind. Diese obligate Teilnahme von Ionen an der Reaktion zwischen 
Trypsin und Substrat ist bisher nicht beschrieben worden. An anderen 
Substraten wurde lediglich gefunden, daB8 die Trypsinwirkung durch 
Ca? und Mn” deutlich gesteigert wird’. Allerdings ist in diesen Arbeiten 
nicht ausdriicklich untersucht worden, ob auch die Anwesenheit und 
Konzentration von Na® einen EinfluB hat. 

Auf eine unmittelbare Beteiligung der Ionen an der Reaktion 
zwischen Prothrombin und Trypsin deutet auch die Verinderung des 
Temperaturkoeffizienten durch Art und Konzentration der Ionen. 

Die GréBenordnung der von uns gemessenen Aktivierungsenergie 
und errechneten Entropieinderung ordnen sich gut in die Werte ein, 
die fiir Reaktionen zwischen Trypsin und anderen Substanzen ermittelt 
wurden (s. Tabelle). 


Temperaturkoeffizient (4H) und Entropieénderung (4S) fiir Reaktionen zwischen 
Trypsin und den angegebenen Substraten. 

















‘ AH AS : 

Substrat Cal/Mol Cal - Grad-2 - Mol-1 Literatur 
oe ne a cme 15400 — | 
Benzoyl-arginin-amid. . . 14900 —6,2 Ge 
Chymotrypsin. ..... 16300 +8,5 Lie.” 
oe SR ae are 11800 —4,7 1. ¢.® 
Prothrombin ...... 10500 bis 13900} —6,5 bis —20,9 | diese Arbeit 


Die Teilnahme der Ionen als Reaktionspartner an der Bildung von 

Thrombin aus Prothrombin und Trypsin lit sich daher so formulieren: 
Prothrombin + Ion + Trypsin = Thrombin + [P]}, 
wobei mit P ein vermutetes Spaltstiick bezeichnet wird®. 

FaBt man diese Formulierung als Summenreaktion auf, so kann man 
sie sich in verschiedener Weise aus Teilreaktionen zusammengesetzt 
denken: 

1. Erst reagieren Prothrombin und Ion zusammen und der Ion- 
Prothrombin-Komplex dann mit Trypsin. 

2. Erst reagieren Trypsin und [on zusammen und der Ion-Trypsin- 
Komplex dann mit Prothrombin. 

3. Erst reagieren Prothrombin und Trypsin und dieser Komplex 
zerfallt nur in Gegenwart des Ions in die Reaktionsprodukte. 


7 L.Gorini, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 7, 318 [1951]; 
M. Bier u. F. F. Nord, Arch. Biochem. Biophysics 38, 320 [1951]; N. M.Green 
u. H. Neurath, J. biol. Chemistry 204, 379 [1953]. 

8 I. W. Sizer, Advances in Enzymol. 3, 35 [1943]. 
® J. A.V. Buttler, J. Amer. chem. Soc. 68, 2971 [1941]. 
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Da Trypsin durch einen Uberschu8 an Prothrombin gehemmt wird 
und die erforderliche Ionenmenge mit der GréBe des Quotienten Pro. 
thrombin/Trypsin ansteigt, scheinen die Ionen das Trypsin vor der 
Hemmung durch iiberschiissiges Prothrombin zu schiitzen. 

Das 1i8t sich auch so formulieren, daB eine Kombination von einem 
Mol Trypsin mit mehr als einem Mol Prothrombin zu einer inaktiven 
Verbindung fiihrt: 

2 Prothrombin + Trypsin = Trypsin-(Prothrombin), (inaktiv) 

Die Ionen schiitzen davor durch Bildung von: 

Prothrombin + Ion + Trypsin = Ion-Trypsin-Prothrombin (aktiv) 

Die Hemmung durch einen Uberschu8 an Ionen ergibt sich aus cer 
Bildung eines inaktiven Komplexes: Trypsin-(Ion),. 

Die Beobachtung, daB eine definierte Menge Trypsin nur eine be- 
grenzte Menge Prothrombin in Thrombin umwandelt, spricht fiir eine 
stéchiometrische Reaktion. Diese kénnte dadurch zustandekommen, daB 
Trypsin durch das Spaltstiick P blockiert wird: 
Ion-Trypsin-Prothrombin = Ion-Trypsin-P + Thrombin. 

Diese Uberlegungen iiber den Mechanismus der Ionenwirkung 
fiihren zu dem von anderer Seite’ gefolgerten Kation-Trypsin-Komplex. 

Allerdings ergibt sich aus den mitgeteilten Beobachtungen, daf 
dieser Komplex nicht nur einen gegen Autolyse und Inaktivierung 
stabilisierten Zustand darstellt, sondern die eigentliche proteolytisch 
aktive Form des Trypsins ist. 

Die Arbeit wurde mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
ausgefiihrt. 


Fiir geschickte und verstandnisvolle Mitarbeit danke ich Frl. D. Ohly, 
I. Engel und U. Kaiser. 


Zusammenfassung 
1. Nurin Gegenwart von Elektrolytionen kann Trypsin Prothrombin 
angreifen und in Thrombin umwandeln. Der Reaktionsverlauf richtet 
sich sowohl nach der Art der vorhandenen Salze wie auch nach der je- 
weils vorhandenen Konzentration. 
2. Der Mechanismus, iiber den die Salze in die Reaktion eingreifen, 
wird diskutiert. 


Summary 
1. Electrolyte ions are essential for the conversion of prothrombin 
to thrombin by trypsin. The course of the reaction is determined by the 
type and concentration of the salts present. 
2. The mechanism whereby the salts take part in the reaction is 
discussed. 


Prof. Dr. med. L. Roka, Institut fiir Vegetative Physiologie der Universitat, 
Chemisch-Physiologisches Institut der Stadt Frankfurt a. M., Frankfurt/Main-Siid, 
Ludwig-Rehn-StraBe 14. 
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EinfluB von Schwermetallionen auf die Ehrlichsche 
Mauseascites-Carcinomzelle und die Wirkung von Cystein 
Von 


Rudolf Schén, Karl-Heinz Menke und Erwin Negelein 


Arbeitsbereich Biochemie im Institut fiir Medizin und Biologie 
der Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin, Berlin- Buch 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Oktober 1960) 


Vorliegende Untersuchungen beschiaftigen sich mit einem Hemm- 
effekt, der bei Zugabe von L-Cystein zu Zellen des Ehrlichschen Mause- 
ascites-Carcinoms bei Stoffwechselmessungen in vitro beobachtet wurde. 
Diese unerwartete Wirkung einer natiirlichen Aminosiure in relativ ge- 
ringer Konzentration wird im folgenden auf eine Schwermetallwirkung 
zuriickgefiihrt. 

Material und Methoden 


Zellen des Ehrlichschen Mauseascites-Carcinoms wurden auf weiSe Mause 
geimpft. Die Zeit bis zum Tode der Tiere betrug etwa 14 Tage. Durchschnittlich am 
zehnten Tage nach der Uberimpfung wurde der Ascites von 1—2 Mausen entnom- 
men, mit kalter Ringerlésung verdiinnt und die Asciteszellen 2—3mal mit etwa dem 
10fachen Vol. Ringerlésung in der Zentrifuge 1 Min. bei 250g gewaschen. Die 
Sedimentierungsbedingungen waren so gewahlt, daB vorhandene Erythrocyten 
kaum sedimentierten. Auf diese Weise wurde eine Abtrennung von Erythrocyten 
und auch von Leukocyten, die noch langsamer sedimentieren, erzielt. Der Gehalt an 
Erythrocyten in den gewaschenen Asciteszellen war stets kleiner als 1°/,. Die Kon- 
zentration der Asciteszellsuspension wurde durch 5 Min. langes Zentrifugieren bei 
3000 xg in einem graduierten Kapillarréhrchen nach Kafka bestimmt. Das so 
erhaltene Volumen des Zellsediments in ul wurde dem Frischgewicht in mg zahlen- 
maig gleichgesetzt; zur Berechnung des Trockengewichts wurde ein Wassergehalt 
von 80%, angenommen. Die bei 0° in glucosehaltiger Ringerlésung suspendierten 
Asciteszellen kénnen einige Stunden ohne merkliche Anderung der manometrisch 
meBbaren StoffwechselgréBen aufbewahrt werden. 

Alle Versuche wurden in hydrogencarbonat- und glucosehaltiger Ringer- 
lésung bei 37,5° in kastchenformigen ManometriergefaBen nach Warburg von 
18—22 ml Inhalt mit einem einfachen bzw. einem doppelten Anhang durchgefihrt. 
Das Fliissigkeitsvolumen war 3 ml, die Zellkonzentration 5 yul/ml; die Zeit fiir den 
Temperaturausgleich betrug 15 Minuten. Die GefaéBe mit Doppelanhang erméglich- 
ten es, die Cystein- mit der Schwermetall-Lésung anaerob zu mischen, bevor sie der 
Zellsuspension im Hauptraum des GefaBes zugegeben wurden. Nach Uberspiilen 
der Fliissigkeit aus dem Anhang in den Hauptraum wurden die Zellen zunachst 
30 Min. anaerob inkubiert; wahrend dieser Zeit wurde die anaerobe Glykolyse ge- 
messen. Nach dieser anaeroben Inkubation wurde der Gasraum der GefaBe mit 
einer Mischung von 5 Vol.-°%, CO, in O, oder 5 Vol.-°% CO, in Luft, beschickt. Die 
Carcinomzellen blieben 15 Min. unter dem Einflu8 von Sauerstoff im Thermostaten ; 
dann wurde die Gasmischung wieder durch 5 Vol.-°% CO, in N, ersetzt und die 
anaerobe Glykolyse erneut gemessen. Die relative Abnahme der anaeroben Glyko- 
lyse wird im folgenden als Hemmung bezeichnet. 
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Cystein-hydrochlorid wurde aus L-Cystin durch Reduktion mit nascierendem 
Wasserstoff! erhalten und nach Warburg? metallfrei gewaschen. Es wurde eine 
0,12m saure Lésung hergestellt, mit isotonischer NaCl-Liésung verdiinnt und init 
isotonischer NaHCO,-Lésung (0,154m) auf etwa py4 gebracht. 

Die Metallionen wurden in 0,01m Konzentration in schwach angesiuerien 
Stammlésungen gehalten; fiir den Versuch wurde die Stammlésung mit isotonisclier 
NaCl-Lésung verdiinnt. 

Als Beispiel ist in Tab. 1 das Protokoll eines Hemmungsversuches angefiilirt. 


Tab. 1. Protokoll: Hemmung der Glykolyse der Asciteszellen durch Cystein und 
Schwermetallionen. 
Im Hauptraum der Warburg-GefiBe befanden sich immer 2,5 m/l hydrogencarbonat- und glucose- 
haltige Ringerlésung und 0,5 mi Ascites-Suspension (30 ml Zellen/mi der genannten Ringerlésung). 
Cys: 0,03m Cystein, py4, in isotonischer Kochsalzlésung; Cu*®: 2- 10~*m CuSO, in isotonischer 
Kochsalzlésung. 





Anhang 1 leer 0,1 ml Cys leer _| 0,025 m/l Cys}0,025 ml Cys}0,025 ml Cys 
2 leer leer 0,09 mi Cu®” leer 0,09 ml Cu?®]0,045m/ Cu2® 





o 


yasraum: 5 Vol.-% CO, in. N, 
a 1,53 1,49 1,50 1,50 1,62 | 1,65 


nach 5 Min. Inhalt beider 
Anhiinge gemischt 


nach 15 Min. Anhinge eingekippt, Druckinderungen in mm 



































SO MIR S02: 235 & 1 44 
rs. +. «6 ws 14 15,5 14 15,5 14 14 
SOM; 4s 5. 4s «14,5 15,5 14 15,5 14 13,5 
Ly i Gasraum: 5 Vol.-% CO, in O, 
ee Gasraum: 5 Vol.-% CO, in N, 
A Se 16 2,5 13 14,5 2 1,5 
db 14 1 12,5 14,5 0,5 1,5 
Woelle,.: 2 is 15 2 12,5 14,5 1,5 2 
J ae 16 0 11,5 16,5 1 2 
QNs vor O,-Behandlg. 43 46 42 46,5 45 45 
Qi* n. O,-Behandlg.| 46 4 37 45 4 6 
Hemmung(%) . . 91 1l 91 87 
Ergebnisse 


Bei Untersuchungen iiber das Wachstum von Asciteszellen in vitro* 
wurde bei Zugabe von Cystein in einigen Fiillen eine Hemmung des mano- 
metrisch gemessenen Glucose-Stoffwechsels beobachtet. Die Hemmung 
war irreversibel; abzentrifugiert, gewaschen und in neuem Medium 
suspendiert, zeigten die Zellen keinen Stoffwechsel mehr. Das abgetrennte 
urspriingliche Medium iibte auf darin neu suspendierte Zellen keine hem- 
mende Wirkung mehr aus. Die Cysteinwirkung tritt nur in Gegenwart 
von Sauerstoff ein, wobei das Cystein zu Cystin oxydiert wird. Die Hem- 
mung bleibt dann auch unter anaeroben Bedingungen bestehen. Ebenso 
wie die Glykolyse wird auch die Atmung irreversibel gehemmt. In den 
folgenden Untersuchungen wurde nur die anaerobe Glykolyse gemessen. 


1 EK. Friedemann, Hofmeisters Beitrage 4, 504 [1904]. 

2 O. Warburg, Biochem. Z. 187, 255 [1927]. 

3-H. Graetz, H. Bielka u. E. Negelein, Acta biol. med. german. 1, 379 
[1958]. 
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Abb. 1 zeigt den EinfluB der Cystein- jg 
konzentration auf die Hemmung der Glyko- 
lyse. Die Hemmung begann bereits bei Kon- 
zentrationen von 2-10-4m und war mit 10-°m 
Cystein nahezu vollstiindig. Die GréBe der 
Hemmung schwankte jedoch betrachtlich in 
gleichartig angesetzten Versuchen (Tab. 2). 
Es zeigte sich, daB offensichtlich die Hal- 
tung der Mause sowie individuelle Unter- 
schiede der zur Ascitesvermehrung _ be- 








°%o Hemmung > 
Wn 
S 














Abb. 1. Abhangigkeit der Hemmung der anaeroben 
Glykolyse (Qh?) der Asciteszellen von der Cystein - | | 


konzentration. Abszisse: log der molaren Cystein- | | 
korzentration. 





aay 
log [Cystein] —=— 


nutzten Tiere einen EinfluB auf die Cysteinwirkung hatten. Eine Korre- 
lation zwischen der GréBe der Glykolyse (Qj) und der Hemmung durch 
Cystein lieB sich nicht nachweisen. Da Cystein mit Schwermetallionen, 
insbesondere mit Cu?®, feste Komplexverbindungen bilden kann, ver- 
muteten wir, daB die Hemmung des Stoffwechsels auf eine Vergiftung 
der Carcinomzelle zuriickzufiihren sei, indem Cystein Schwermetallionen 
in die Carcinomzelle transportiert. Wir fanden aber keinen Unterschied 
in der Hemmwirkung des Cysteins, wenn wir es nach Warburg? als 
Hydrochlorid mit Aceton reinigten. 


Tab. 2. Schwankungen in der Hemmung der anaeroben Glykolyse bei Zusatz von 
10-*m Cystein unter konstanten Versuchsbedingungen. 





























Datum: . «2 6. 7.12.| 8.12. | 10. 12.) 11. 12.) 12. 12.) 13. 12.) 17. 12.) 18. 12. 

QX: (ohne Cystein) . | 38 51 38 48 tt 37 49 38 

% Hemmung ...| 27 87 92 48 98 47 97 88 
(durch Cystein) 


Es wurde dann untersucht, ob ein Zusatz kleiner Mengen von Schwer- 
metallionen die Hemmung des Cysteins verstarkt. Die Versuche ergaben, 
daB 5-10-6m CuSO, bei Gegenwart von 2,5-10-4m Cystein etwa in 
gleichem MaBe den Stoffwechsel hemmten, wie in einzelnen Fallen mit 
10-°m Cystein allein gefunden wurde (Tab. 3). Sowohl Cystein als auch 
Cu?¢ allein beeinfluBten in diesen Konzentrationen die Glykolyse nicht. 
Die Hemmung durch Cystein mit Cu?¢ ist im Gegensatz zu der Hemmung 
durch Cystein allein reproduzierbar konstant und unabhiangig von der 
Art der verwendeten Asciteszellen. Die verwendeten Anionen — Acetat, 
Nitrat, Sulfat und Chlorid — hatten in dieser Konzentration keinen 
EinfluB auf den Stoffwechsel der Asciteszellen. 
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Tab. 3. EinfluB von Cu®® auf die Hemmung der Glykolyse von Asciteszellen duvch 











Cystein. 
Cysteinkonzentration Cu?®-Konzentration Si aianitine 
Mol/I Mol/l siete 
_ 5-10-° 0 
2,5-10-4 — 0 
2,5-10-4 BA10-* ' 91 
1-10-% — 90 








Andererseits wurde gefunden, da unter anaeroben Bedingungen 
Cystein die Glykolyse vor der Wirkung gréSerer Schwermetallkonzen- 
trationen schiitzt. 2,5-10-'mCu?® hemmt anaerob die Glykolyse der 
Asciteszellen bereits zu 50% (Abb. 2), nicht jedoch bei gleichzeitiger An- 
wesenheit von 2,5-10-4m Cystein. Aber nach Zutritt von Sauerstoff 
kommt es dann zu einer wesentlich stiirkeren Hemmung. 
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Abb. 2. Hemmung der Glykolyse von Asciteszellen durch Schwermetallionen ohne 
Cystein. Die Hemmungswerte fiir Mn®® und Fe*® liegen unter denen fiir Ni?® und 
Go*. 


Neben Asciteszellen, deren Stoffwechsel schon durch 10-m Cystein 
allein gehemmt wurde, hatten wir auch Asciteszellen, deren Stoffwechsel 
durch Cystein allein auch in gréBerer Konzentration nicht beeinfluBbt 
wurde. Bemerkenswert ist, da Asciteszellen von Mausen der gleichen 
Impfserie durch Cystein stets in etwa gleichem MaBe beeinfluBt wurden. 
Méglicherweise ist das unterschiedliche Verhalten der Asciteszellen auf 
unterschiedliche Fiitterung der Miuse zuriickzufiihren. Jedoch haben 
Versuche in dieser Richtung bisher kein positives Resultat ergeben. Im 
Stoffwechselversuch reagieren bei gleichzeitiger Zugabe von Cu?® und 
Cystein beide Arten von Asciteszellen in gleicher Weise, wobei die Gly- 
kolyse stets in gleichem MaBe gehemmt wird. An den mit Cystein allein 
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nicht beeinfluBbaren Zellen wurden Untersuchungen iiber den hemmen- 
den EinfluB verschiedener Schwermetallionen mit und ohne Cystein- 
zusatz durchgefiihrt. 

Diese Untersuchungen zeigten, daB innerhalb des Konzentrations- 
bereiches von 10-® bis 10-8m nur Hg?®, Cu?® und Cd?¢ eine vollstiindige 
Hemmung der anaeroben Glykolyse hervorrufen (Abb. 2). Ni?®, Co®, 
Mn? und Fe*® in der Reihenfolge abnehmender Wirksamkeit hemmen 
selbst in 10-3m Konzentration nur in geringerem Grade. Der Zusatz von 
Cystein in einer Konzentration von 10-%m hat zwei verschiedene Effekte, 
je nach der Art des anwesenden Metallions. Die hemmende Wirkung von 
10-5m Hg®® sowie von 4: 10-4mCd*° und Co?® wird durch Cystein verhin- 
dert. Auch bei Zutritt von Sauerstoff wird keine Hemmung beobachtet. 
Anaerob wird auch die hemmende Wirkung von 10-4mCu”® durch Zugabe 
von 10-8m Cystein verhindert; erst nach Zutritt von Sauerstoff tritt hier 
die Hemmung auf. Wesentlich dabei ist, daB fiir eine vollstiindige Hem- 
mung der Glykolyse mit Cystein eine Cu?®-Konzentration von nur 
4:10-®m notwendig ist, d. h. nur #/,4) der ohne Cystein erforderlichen Cu?°- 
Konzentration (Abb. 3). Dabei ist es gleichgiiltig, ob das Cystein zugleich 
mit dem Cu? zugegeben wird oder erst, nachdem die Zellen schon 30 Min. 
mit dem Cu2¢ inkubiert worden sind. Uber die Bedeutung dieses Befundes 
wird in einer folgenden Veréffentlichung berichtet*. Die Abhiangigkeit der 
Hemmung durch Cu?9-Ionen von der Cysteinkonzentration ist in Abb. 4 
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Abb. 3. Hemmung der Glykolyse von Asciteszellen durch Cu®® ohne (2) und mit 
10-%m Cystein (¢). Abszisse: log der molaren Cu?®-Konzentration. 


Weiterhin wurde untersucht, inwieweit der gleichzeitige Zusatz 
anderer Metallionen die hemmende Wirkung von Cu?® mit Cystein be- 








4 R. Schon, in Vorbereitung. 
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Abb. 4. Abhangigkeit der Hemmung der 
Glykolyse von Asciteszellen durch 10~%m 
Cu?® von der Cysteinkonzentration. Abszisse: 


log der molaren Cysteinkonzentration. 


Tab. 4. Der Einflu8B von Cd®® auf die Hemmung der Glykolyse von Asciteszellen 
durch Cu*® mit Cystein. Die Cysteinkonzentration betrug in allen Ansatzen 5-10~-4m. 








Nr. Metallzusatz % Hemmung EinfluB von Cd? (%) 
1 0,9-10-%m Cu? 0 
2 0,9-10-®m Cu2® 44 44 
5-10-®m Cd 
1-10-8m Cu®® 19 
1-10-®m Cu®® 66 47 
5-10-8m Cd2® 











Cystein ist in seiner Wirkung nicht durch Cystin oder Glutathion zu 
ersetzen. Dagegen wurde eine analoge Wirkung mit Ascorbinsiure in 
gleicher Konzentration erhalten (Tab. 5). HSO$ hat keinen EinfluB aut 


die hemmende Wirkung von Cu?°. 


Tab. 5. Der Einflu8 von Ascorbinséiure und Hydrogensulfit auf die Hemmung der 


Glykolyse von Asciteszellen durch Cu?®, 


Endkonzentrationen: 10-*m Cystein, 5-10-®m Cu®®, 10-3m Ascorbinsaure (auf pp4 


eingestellt), 10-*m Hydrogensulfit (auf pH4 eingestellt). 





Zusatze 


% Hemmung 





CA ee ee ee 
OGRPPIN. 6 os es 
Cystein + Cu”® 
Ascorbinséure. .... . 
Ascorbinsaéure + Cu2® . 
Hydrogensulfit 
Hydrogensulfit + Cu® . . 
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Versuche zur Wirkung von Cystein und Cystein mit Cu?® auf 
Schnitte vom Jensen-Sarkom der Ratte sowie auf isoliertes Chorion der 
Maus und auf Pferde-Leukocyten ergaben keine Hemmung. 


Diskussion 
Es war von vornherein anzunehmen, da die bei der Ehrlichschen 
Ascites-Carcinomzelle beobachtete Hemmung des Stoffwechsels durch 
Cystein nicht auf eine direkte Wirkung der Aminosaure zuriickzufiihren 
ist. Solehe Wirkungen sind schon durch die verwendeten relativ niedrigen 
Konzentrationen unwahrscheinlich. Bei der in der Literatur beschriebenen 
Hemmwirkung hoher Cysteinkonzentrationen auf verschiedene Fer- 
mente® handelt es sich in der Regel um eine Blockierung von Metallionen, 
die fiir die Fermentwirkung notwendig sind. Diese Hemmwirkung wird 
aber nicht durch den Zusatz von Metallionen verstirkt, sondern verhin- 
dert oder aufgehoben. Weiterhin tritt die hier beschriebene Hemmung 
erst nach Zutritt von Sauerstoff ein. Die Steigerung der Hemmwirkung 
des Cysteins durch Zusatz sehr kleiner Mengen von Kupfer(II)-Ionen 
wies darauf hin, daB auch die mit Cystein allein beobachtete Wirkung 
von Schwermetallspuren herriihren kénnte. Die wechselnde Héhe 
der Hemmungswerte in gleichartigen Versuchen mit gleichen Lé- 
sungen, aber Asciteszellen von verschiedenen Miausen (Tab. 2), lat ver- 
muten, daB die Schwermetallspuren von den Asciteszellen mitgebracht 
wurden. Die Tatsache, da8 auch durch Cystein allein nicht beeinfluBbare 
Asciteszellen bei gleichzeitigem Zusatz von Cu?® eine starke Hemmung 
zeigen, spricht offenbar dafiir, daB Cystein nur mittelbar an der Hemm- 
wirkung beteiligt ist, indem es die Hemmwirkung von Schwermetallionen 
erméglicht. 
Fiir den Mechanismus stehen zwei Méglichkeiten zur Diskussion. 
Die erste Méglichkeit wire die Wirkung des Cysteins als Reduktions- 
mittel. Levvy und Marsh*® berichten in zwei kurzen Mitteilungen iiber 
eine betrachtliche Steigerung der Hemmwirkung von Cu?® auf £-Glu- 
curonidase-Priparationen aus Ratten- und Mauseleber durch Cystein. 
Diese Hemmung wird durch Ascorbinsiure und Hydrogensulfit anstelle 
von Cystein noch mehr gesteigert. Die Autoren nehmen an, daf das sich 
bildende einwertige Cu®-Ion reaktionsfihiger in Bezug auf die Blockie- 
rung des Ferments sein kénnte. Nach unserer Meinung kénnte aber auch 
eine reduzierte Form des Ferments stirker mit dem Schwermetall reagie- 
ren. Obwohl wir gleichfalls eine Verstirkung der Cu?®-Wirkung sowohl 
durch Cystein wie durch Ascorbinsiure erhielten, spricht in unserem 
Falle gegen beide Deutungen die Tatsache, daf8 die Hemmwirkung erst 
aerob auftritt, das heiBt unter Bedingungen, unter denen sowohl Cystein 
als auch Ascorbinsiure und Cu®-Ionen schnell oxydiert werden. 


5 R. K. Morton, Biochem. J. 61, 232 [1955]; O. Warburg, ,,Schwer- 
metalle .. .“*, S. 164, Saenger-Verlag, 2. Aufl., Berlin 1948. 

6 G. A. Levvy u. C. A. Marsh, Biochem. J. 66, 21P [1957]; Nature [London] 
180, 197 [1.957]. 
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Eine andere Méglichkeit zur Erklirung der Cysteinwirkung folgt aus 
seiner Kigenschaft als Komplexbildner fiir Schwermetallionen. Von allen 
Aminosiuren hat Cystein die héchste Assoziationskonstante fiir die Bil. 
dung von Schwermetallkomplexen’. So betragt z. B. fiir Kupfer logk 
= 19,198. Kupfer-, wie auch andere Schwermetallionen, sind also in neu. 
traler Lésung in Gegenwart von ausreichenden Mengen Cystein nicht in 
freier Form vorhanden, sondern nur als Cysteinkomplex. Weiterhin ist 
bekannt, daB Asciteszellen in der Lage sind, eine Reihe von Aminosauren 
in weit h6herem Grade zu akkumulieren als die meisten normalen Zellen®, 
Da die Asciteszellen auch Cystein unter anaeroben Bedingungen stark 
anreichern, und der Cystein-Schwermetall-Komplex in gleicher Weise 
wie die freie Aminosaure akkumuliert wird’, kommt es dadurch zu einer 
Anreicherung von Schwermetall in den Zellen. Bei Zutritt von Sauerstoff 
wird durch die Oxydation des Cysteins zu Cystin die Bindungsfestigkeit 
des Schwermetalls so weit herabgesetzt’, daB es nunmehr in der Zelle 
seine hemmende Wirkung ausiiben kann. Diese Detttung erklairt sowohl 
die Notwendigkeit eines Metallkomplexbildners, der von der Zelle aufge- 
nommen wird (Hydrogensulfit ist unwirksam), als auch die Tatsache, da8 
nur die durch Cu?® bewirkte Hemmung durch Cystein verstirkt wird, 
da nur Cu?®, nicht aber Hg?® und Cd?@ die Oxydation von Cystein und 
Ascorbinsiure katalysieren. Die Hemmwirkung von Hg*® und Cd?® wird 
im Gegenteil durch die Anwesenheit von Cystein verhindert. Die Un- 
wirksamkeit von Hydrogensulfit schlieBt gleichzeitig die Méglichkeit aus, 
da Cu® stirker wirksam ist als Cu?@. 

Der mit Cd*® beobachtete EinfluB auf die Cu2®-Hemmung scheint 
auf einer Addition der Hemmwirkung beider Schwermetallionen zu be- 
ruhen. DaB ein solcher additiver Effekt mit dem stark hemmenden Hg*® 
nicht auftritt, méchten wir darauf zuriickfiihren, daB die Stabilitat des 
Hg-Cystein-Komplexes gréBer ist als die des Cu-Komplexes’, so daB eine 
Oxydation des an Hg®® gebundenen Cysteins durch Cu*® nicht méglich ist. 


Zusammenfassung 


1. Bei Zugabe von Cystein zu Zellen des Ehrlichschen Mause-Ascites- 
carcinoms in vitro wurde in Abhangigkeit von der Cysteinkonzentra- 
tion eine Hemmung der Atmung und der Glykolyse beobachtet. Die 
Hemmung erfolgt nur bei Anwesenheit von Sauerstoff, bleibt dann 
aber auch unter anaeroben Bedingungen bestehen. 


2. Die gleiche Hemmung erhialt man bei gleichzeitiger Zugabe von Cy- 
stein und Cu2® in Konzentrationen, die allein keine manometrisch 
meBbare Wirkung auf die Asciteszellen haben. Es wird angenommen, 


7 F.R.N.Gurd u. P.E. Wilcox, Advances Protein Chem. 11, 311 [1951]. 

8 W. Stricks u. I. M. Kolthoff, J. Amer. chem. Soc. 78, 1723 [1951]. 

® H. N. Christensen in W. D. McElroy u. B. Glass, Amino Acid Meta- 
bolism, 8. 63, Johns Hopkins Press, Baltimore 1955. 
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_ 


i) 


wo 


da3 auch die beobachtete Hemmwirkung durch Cystein allein auf dem 
Vorhandensein von Schwermetallspuren beruht. 


. Die Hemmung der Glykolyse der Asciteszellen durch verschiedene 


Schwermetallionen und die Wirkung von zugesetztem Cystein werden 
beschrieben und der Mechanismus der Cysteinwirkung diskutiert. 


Summary 


. Respiration and glycolysis of Ehrlich mouse ascites tumour cells may 


be inhibited in vitro by cysteine. The inhibition depends on the concen- 
tration of cysteine, occurs only in the presence of oxygen, but persists 
under anaerobic conditions. 


. The same inhibition is caused by the simultaneous addition of cysteine 


and Cu? in concentrations which alone have no action (measured 
manometrically) on the ascites cells. It is assumed that the action of 
cysteine alone depends on the presence of traces of heavy metals. 


. Inhibition of glycolysis in ascites tumour cells by various heavy metal 


ions and the action of added cysteine are described, and the mechanism 
of the cysteine action discussed. 


Dr. Rudolf Schén, Institut fiir Medizin und Biologie der Deutschen Akademie 


der Wissenschaften zu Berlin, Berlin-Buch, Lindenberger Weg 70. 
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Seit etwa 20 Jahren ist bekannt, da das Blutserum Krebskranker pola 
nach alkalischer Denaturierung und anschlieBender EiweiBfaillung mit Syst 
Sulfosalicylsiure bei der polarographischen Untersuchung in kobalt(II)- : 
haltiger Ammoniak-Ammoniumchlorid-Pufferlésung héhere katalytische 
Wasserstoffwellen hervorruft als das Blutserum Nichtkrebskranker, 
d.h., daB sich Krebsserum durch einen héheren Gehalt an polarogra- 
phisch aktiver Substanz auszeichnet’. Verglichen mit der Zahl der Ar- steril 
beiten, in denen die Anwendungsméglichkeiten der polarographischen nae 
Filtratserumreaktion (Brditka-Reaktion) in der Krebsdiagnostik dis- befre 
kutiert werden, ist die Zahl der Untersuchungen zu ihrer Aufklarung (Sche 
gering. Es ist z. Z. noch nicht méglich, die polarographisch aktive Sub- droiti 
stanz in bezug auf ihre chemische Zusammensetzung und ihren Ent- _ 

: : ide a : : 2 
stehungsort eindeutig zu charakterisieren. Auf Grund verschiedener Un- strat 
tersuchungen (Lit. s. 1. c.2) steht zwar fest, da die Seromucoide* einen stark 
wesentlichen Teil der polarographisch aktiven Substanz ausmachen, es | 
erhebt sich jedoch die Frage, ob dariiber hinaus noch andere sulfosalicyl- erfolg 
siure-lésliche Blutserumbestandteile vorhanden sind, die einen Einflu8 oe 
auf den Ausgang der polarographischen Filtratserumreaktion ausiiben. fikati 

Im Rahmen dieser Fragestellung interessierte, ob zwischen der Grun: 
polarographischen Serumreaktion und dem Substrat-Ferment-System Brdi 
Hyaluronsaure-Hyaluronidase, das fiir die verschiedenen Funktionen | ASW 
des Bindegewebes von ausschlaggebender Bedeutung ist und dem auch soe 


. : : : : : : ist ur 
im Krebsgeschehen ein EinfluB zugeschrieben wird‘, eine Beziehung | Wass 


: <r ' des WV 

* Mucoide sind nach der Klassifikation von Meyer*® Substanzen mit Hexos- " , 
amin enthaltenden Kohlenhydratgruppen in fester kovalenter Bindung mit Peptid lel 
oder Protein; der Hexosamingehalt ist gréBer als 4°. Nach einer alteren Klassi- rows 


fikation wird haufig die Bezeichnung Mucoproteine gebraucht. 
1 R. Brdiéka, Acta cancerol. Bohem. Morav. 2, 27 [1939]; Research 1, 
25 [1947]. 
2 H. Drost, Dissertat., Techn. Hochsch. Dresden 1959. F 
3 K. Meyer in H.Cole, Some Conjugated Proteins, 8.64, Rutgers Uni- 50, 34 
versity Press, New Jersey 1953. H.-Ch 
4 H.Gibian, Angew. Chem. 68, 105 [1951]; Ergebn. Enzymforsch. 138, 1 
[1954]. 
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besteht. Ein Zusammenhang zwischen der polarographischen Serum- 
reaktion und dem Hyaluronsiure-Hyaluronidase-System wurde bereits 
von Biichner auf Grund experimenteller Untersuchungen® mehrfach 
als wahrscheinlich herausgestellt*; Ergebnisse von Ledvina und No- 
sek’ legen jedoch derartige SchluBfolgerungen nicht nahe. 


In der vorliegenden Arbeit sollte geklirt werden, ob das vermehrte 
Auftreten polarographisch aktiver Substanz im Serum Krebskranker 
tatsiichlich u. a. auf einen EinfluB des Fermentes Hyaluronidase zuriick- 
zufiihren ist. Im Hinblick auf diese Fragestellung wurde 1. die polaro- 
graphische Aktivitiit der Hyaluronidase und ihres Substrats einzeln, 
2.im Gemisch sowie 3. die Verinderung der polarographischen Reaktion 
des Blutserums nach Einwirkung von Hyaluronidase untersucht. 


Auf Grund der erhaltenen Ergebnisse muB eine Beeinflussung der 
polarographischen Filtratserumreaktion durch das Ferment-Substrat- 
System Hyaluronidase-Hyaluronsiure ausgeschlossen werden. 


Methodik 


Die Fermentversuche wurden ausschlieBlich mit bidest. Wasser und unter 
sterilen Arbeitsbedingungen ausgefiihrt. Folgende Substanzen wurden verwendet: 

Hyaluronsaure: als Kaliumsalz (Schering); stets verwendet als 0,2proz. 
Lésung; durch 1 Min. Erhitzen auf 90° von evtl. eingeschleppten Fermentspuren 
befreit und bei —20° aufbewahrt. Hyaluronidase: ,,Kinetin‘‘-Praparate 
(Schering), hergestellt aus Testes, baut laut Prospekt Hyaluronsiure und Chon- 
droitinschwefelsiure ab; Fermentaktivitat mit Hilfe des Viskosititstestes iiber- 
priift. Parallelversuche mit Praparaten aus zwei verschiedenen Herstellungs- 
chargen gaben villig iibereinstimmende Ergebnisse. Lésungsmittel fiir Sub- 
strat und Ferment: 0,lm Acetatpuffer (py 4,6) mit 3% Kochsalz (Ionen- 
stirke 0,6). 

Die polarographische Untersuchung der Ferment- und Substratlésungen 
erfolgte z. T. ohne Vorbehandlung, z. T. nach alkalischer Denaturierung und De- 
proteinierung (s. u.: Herstellung des Filtratserums). 

Die polarographische Filtratserumreaktion wurde in der Modi- 
fikation nach Hasselbach und Schwabe ausgefiihrt, bei der die polarographische 
Grundlésung (s.u.) ein Zinksalz enthalt. Gegeniiber der Originalmethode von 
Brdiéka ergeben sich dadurch praktische Vorteile vor allem im Hinblick auf die 
Auswertung der Polarogramme fiir die Krebsdiagnose, da das Maximum der Zink- 
Kobalt-Grundlésung schwerer als das der Kobalt-Grundlésung zu unterdriicken 
ist und unter bestimmten Versuchsbedingungen bei Normalseren die katalytische 
Wasserstoffwelle noch iiberragt; bei Krebsseren tritt eine weitgehende Dampfung 
des Maximums auf (Abb. 1). 

Es sei darauf hingewiesen, da8 polarographische Maxima durch alle hoch- 
molekularen Substanzen gedampft werden. Fiir die vorliegende Problemstellung 
ist deshalb nur die Héhe der katalytischen Wasserstoffwelle maBgebend; sie allein 


5 M. Biichner u. W. Schone, diese Z. 308, 102 [1956]. 

6 M. Biichner, Naturwissenschaften 48, 118 [1956]; Z. arztl. Fortbildung 
50, 346 [1956]; M. Bichner u. Ch. Brehmer, Naturwissenschaften 48, 423 [1956]; 
H.-Ch. Gabsch u. M. Biichner, Rontg.-Lab. Prax. 9, 85 [1956]. 

7 M. Ledvina u. J. Nosek, Casopis Lékarai Cheskych 98, 606 [1954]. 

8 H. Hasselbach u. K. Schwabe, Pharmazie 10, 310 [1955]. 
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gilt als exaktes MaB fiir den Gehalt der untersuchten Lésung an polarographisch 
aktiver Substanz. 
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Abb. 1. Polarographische Stromstarke-Spannungskurven (aufgencmmen ab 0,8 V) 

a) Zink-Kobalt-Grundlésung allein; b) Normalserum; c) Krebsserum; d) Krebs. veru 
serum mit sehr hohem Gehalt an polarographisch aktiver Substanz. Maxi 
- Ordinate: Galvanometerausschlag in mm. (Abb 
mile} 
Herstellung des Filtratserums: Das zu untersuchende Blut 148t man so d 

30 Min. bei Zimmertemperatur und danach 60--30 Min. im KiihIschrank (2—3°) b 
gerinnen; danach wird das Serum durch zweimaliges Zentrifugieren vom Blut- - sed 
kuchen abgetrennt; xcm* Blutserum werden in Zentrifugenglaser abpipettiert, Kur 
mit 2,5 2 cm? 0,1n KOH versetzt und nach gutem Umschiitteln im Thermostaten Filtr: 


bei 14—16° stehengelassen. Nach 45-2 Min. wird das Eiwei8 mit 2,5 2 cm! erhiil 
20proz. Sulfosalicylsiure ausgefallt und der Niederschlag nach 10 Min. langem ont 
Stehenlassen (bei 14—16°) abzentrifugiert. Das so erhaltene ,,Filtratserum“ wird _— 
bei 14—16° bis zum Polarographieren aufbewahrt. Bei Ferment-Modellversuchen 
wurden anstelle von reinen Blutseren 20 Stdn. bei 37° mit Hyaluronidase bebriitete 
Lésungen oder Seren denaturiert und deproteiniert. 


Aufnahme der polarographischen Kurven: Im Elektrolysegefas 
werden 0,8 cm’ Filtratserum bzw. 0,8 cm® der auf katalytische Wasserstoffwellen 
zu untersuchenden Liésung mit 8 cm’ Zink-Kobalt-Grundlésung (s. u.) verdiinnt 
und 4 Min. lang Reinstickstoff in kleinen Blasen durch die Lésung geleitet (Stré- 
mungsgeschwindigkeit: 1200 cm*/Stde.); ab 0,8 V wird gegen Bodenqueck- 
silber bei Empfindlichkeit ZH = 1:150 polarographiert. Aufnahmetemperatur: 
20,5-+-0,5°; Tropfzeit der Quecksilberkathode 2 Sek.; TropfengréBe 7,3--0,1 mg 
(erzielt bei Kapillardurchmesser von 0,05 mm und -linge von 13 mm). 

Die Grundlésung ist ln an NH,OH, 0,1” an NH,Cl, 10-8n an Co(NH,),Cl,, 
7-10-4n an ZnCl. 

Polarographische Apparatur: Die photographische Registrierung der 


Stromstarke-Spannungskurven erfolgte mit einem Polarographen Modell ,,Hey- : 
rovsky V 301‘. Die Galvanometerempfindlichkeit betrug 3,2 -10-® A: mm-!- m-}, ates. 


der Abstand zwischen Lichtmarkengalvanometer und Phototrommel 150 cm. ee 
Bei strikter Einhaltung der angegebenen Versuchsbedingungen waren die : 
polarographischen Ergebnisse sowohl in bezug auf die Stufenform als auch auf die a 


Stufenhéhe gut reproduzierbar. 
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Ergebnisse 


Hyaluronsiaure (Abb. 2, Kurve 1) gibt sowohl unbehandelt als 
auch nach 6stdg. Bebriiten bei 37° polarographische Kurven, die prak- 
tisch keine katalytische Wasserstoffwelle aufweisen; das Zink-Kobalt- 
Maximum ist infolge des hochmolekularen Charakters der Hyaluron- 


siure etwa wie bei Normalserum unterdriickt. 
J]! 
| 


; 


Spannung —— 








Abb. 2. Polarographische Stromstarke-Span- | 
nungskurven. S 
1= unbehandelte 0,2proz. Hyaluronsaure-Lé- 
sung (Empfindlichkeit # = 1: 150). 2 = unbe- 
handelte Hyaluronidase-Lésung (4 SE/cm'; 
E = 1: 200). 
Die Ordinate in dieser und allen folgenden Abbil- 
dungen gibt den der Stromstarke proportionalen ke 
Galvanometerausschlag beim Maximum bzw. 
bei der katalytischen Welle in mm an. 














Hyaluronidase-Lésungen mit einem Gehalt von etwa 4 SE/em** 
verursachen polarographische Kurven, die sich bei véllig gedimpften 
Maxima durch stark ausgepriigte katalytische Wellen auszeichnen 
(Abb. 2, Kurve 2). Sulfosalicylsiure-Zusatz zur Fermentlésung ruft eine 
milchige, leicht abzentrifugierbare Triibung hervor. Der Uberstand der 
so deproteinierten Fermentlésung zeigt eine zwar stark verminderte, 
aber noch deutlich vorhandene polarographische Wirksamkeit (Abb. 3, 
Kurven 1 u. 2). Unterwirft man die Hyaluronidase-Lésung der bei der 
Filtratserum-Bereitung iiblichen Denaturierung und Deproteinierung, so 
erhailt man beim Polarographieren Kurven, die sich von denen der nur 
enteiweiBten Lésung kaum unterscheiden (Abb. 3, Kurve 3). 





46 
23 
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Abb. 3. Polarographische Kurven vorbehandelter Fermentlésungen 1 = 0,2 cm* 

Hyaluronidase-Liésung (jeweils 4SE/cm*) + 1 cm* bidest. Wasser (Bezugswert); 

2= 0,2 cm? Hyaluronidase-Lésung + 1cm* 20proz. Sulfosalicylsiure (depro- 

teinierte Fermentlésung); 3 = 0,2 cm* Hyaluronidase-Lésung + 0,5 cm? 0,1n 

NaOH + 0,5 cm* 20proz. Sulfosalicylsiure (denaturierte und deproteinierte 
Fermentlésung). 


* SE = Schering-Einheit. 
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Nachdem feststand, da8 Hyaluronsiiure keine, Hyaluronidase da. 
gegen eine ausgeprigte katalytische Wasserstoffwelle hervorruft, wurde 
in weiteren Versuchen geklart, ob bei der Einwirkung des Fermentes 
Hyaluronidase auf das spezifische Substrat Hyaluronsiure polaro. 
graphisch aktive Substanzen gebildet werden. Zu diesem Zwecke wurde 
eine Ferment-Substrat-Mischung a) sofort nach Vermischen, 
b) nach 6stdg. Bebriiten bei 37° polarographiert. Die erhaltenen polaro.- 
graphischen Kurven stimmten untereinander und auBerdem mit der des 
Kontrollversuches, bei dem anstelle der Substrat-Lésung reines Lésungs. 
mittel angewandt wurde, in der Héhe der katalytischen Wasserstoff- 
welle véllig iiberein, d. h. die Wellenhéhe und damit der Gehalt an po. 
larographisch aktiver Substanz ist unabhingig von der Anwesenheit des 
spezifischen Substrates. Aus dieser Tatsache muB man schlieBen, daB der 
durch Hyaluronidase bewirkte Abbau der Hyaluronsiure (unter den 
vorliegenden Versuchsbedingungen) polarographisch nicht erfaBbar ist 
und die beobachteten katalytischen Wasserstoffwellen allein der Eiwei8- 
komponente des Fermentes zuzuschreiben sind. 

In den folgenden Versuchen wurden die Ferment-Substrat- 
Mischungen vor dem Polarographieren denaturiert und deproteiniert 
(s. Methodik, Filtratserumbereitung). Bei Untersuchungen iiber die 
Abhangigkeit der polarographischen Reaktion von der Hyaluroni- 
dase-Konzentration im Ferment-Substrat-Gemisch diente neben 
Hyaluronsiure auch Normalserum als Substrat. Abb. 4a 1iBt erkennen, 
da die Héhen der katalytischen Wasserstoffwellen bei allen Ferment- 
konzentrationen praktisch unabhingig davon sind, ob das spezifische 
Substrat anwesend ist oder nicht, woraus sich wiederum nur der Schlu8 
ziehen laBt, daB die beobachteten katalytischen Wasserstoffwellen keines- 
falls die Folge einer Fermenteinwirkung auf das Substrat sind, sondern 
ihre Ursache nur in einer sulfosalicylsiure-léslichen polarographisch 
wirksamen Fermentkomponente haben. Mit dieser Auffassung laBt sich 
auch das polarographische Verhalten von Normalserum mit Hyaluroni- 
dasezusatz (Abb. 4b) erkliren: Bis zu einem Hyaluronidase-Gehalt von 
1,25 SE/cm$ andert sich die Héhe der katalytischen Welle nicht, da die 
zugesetzte Menge zu gering ist, um gegeniiber der urspriinglichen Kon. 
zentration des Serums an polarographisch aktiver Substanz in Erschei- 
nung zu treten; erst oberhalb 1,25 SE/cm® reicht ihre Menge aus, um 
sich polarographisch in Form eines leichten Anstieges der katalytischen 
Welle bemerkbar zu machen. 

Untersuchungen iiber die polarographische Reaktion von Normal- 
serum mit Hyaluronidasezusatz (5 SE/em*) in Abhangigkeit von der 
Einwirkungsdauer des Fermentes (bei 37° bis zu 20 Stdn. verfolgt), 
lieBen keine Verinderungen der Maximum- und Wellenhéhen erkennen 
und geben somit ebenfalls keinen Hinweis auf die polarographische Re- 
gistrierung einer Fermentwirkung. 

Vergleichende Untersuchungen iiber die Verinderung der po- 
larographischen Werte von Krebs- und Normalseren nach Ein- 
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Abb. 4. Polarographische Reaktion in Abhangigkeit von der Hyaluronidase-Kon- 
zentration. Jeweils 0,5 cm? Substratlésung + 0,1 cm Fermentlésung steigender 
Konzentration 20 Stdn. bei 37° bebriitet. 

Abszisse: zugesetzte Hyaluronidase-Menge pro cm® Substrat-Lésung. 

a) Ferment-Substrat-Gemisch: - - - - 0,2proz. Hyaluronsaure als Substrat; —— 
Kontrollversuch, statt Substratlésung bidest. Wasser. 

b) Normaiseren mit Hyaluronidase-Zusatz: - - - - normales Kaninchenserum als 
Substrat; —— normales Rattenserum als Substrat. 


wirkung von Hyaluronidase wurden in folgender Weise durchgefiihrt: 
0,5 em? steriles Serum wurden einmal mit 0,1 cm* Lésungsmittel, zum 
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anderen mit 0,1 cm* Fermentlésung (Hyaluronidasekonzentration 
5 SE/cm* Serum) versetzt, 20 Stdn. bei 37° bebriitet, anschlieBend 
denaturiert, deproteiniert und polarographiert (s.0.). Die Ergebnisse 
sind in der Tabelle aufgefiihrt. Ein Zusatz von Hyaluronidase zu Blut. 
serum bewirkt demnach im allgemeinen eine Erhéhung der katalytischen 
Wasserstoffwelle, d. h. eine Verschiebung in Richtung zur Krebskurve. 
Die stairkste Beeinflussung erfahren die polarographischen Werte der 
Normalseren, ohne da jedoch eine Umstimmung in Krebskurven be- 
obachtet werden konnte. Die polarographischen Kurven der sich durch 
hohen Gehalt an polarographisch aktiver Substanz auszeichnenden 
pathologischen Seren werden dagegen durch Hyaluronidase-Zusatz er- 
wartungsgemaB nur geringfiigig beeinfluBt. Die Erklirung dafiir ergibt 
sich aus der Konzentrationsabhangigkeit der katalytischen Wasserstoff- 
welle, die mit ansteigendem Gehalt an polarographisch aktiver Substanz 
nicht linear, sondern in Form einer Adsorptionsisotherme zunimmt; die 
in einer bestimmten Hyaluronidasemenge enthaltene polarographisch 
aktive Komponente mu demnach eine um so geringere Wellenerhéhung 
bewirken, je gréBer der urspriingliche Gehalt an polarographisch aktiver 
Substanz bereits ist. 


Einflu8 von Hyaluronidase auf die polarographischen Werte 
von Normal- und Krebsseren. 








Polarogr. Werte der hyaluroni- Verainderung der polarogr. Werte 
dasefreien Serumfiltrate nach Zusatz von Hyaluronidase 
Max.* (mm) Sth.** (mm) Max. (mm) Sth. (mm) 
Normalseren 
58,5 21,5 — 9,5 + 9,5 
58 22,6 —10,0 +10,4 
58,5 26 — 9,0 + 4,0 
58 26 —11,0 + 4,0 
52 27,5 - 9,0 + 2,5 
52,5 28 — 8,5 + 4,5 
49,5 30 — 6.5 + 40 
Krebsseren 
32,6 36 - 5,1 2,0 
29,5 37 — 3,5 2,0 
29,5 42 - 1,5 0 
22 53,3 0 + 1,5 
25 55 — 3,0 0 





* Max. = Hohe des Zink-Kobalt-Maximums. 
** Sth. = Hohe der katalytischen Wasserstoffwelle. 


Diskussion 


Die Resultate der Versuche in vitro zeigen eindeutig, daB als Ursache 
fiir die beobachteten katalytischen Wasserstoffwellen von Hyaluron- 
siure-Hyaluronidase-Gemischen bzw. fiir die nach Hyaluronidase-Zusatz 
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beobachteten Wellenerhéhungen bei Seren keinesfalls ein fermentativer 
Substratabbau in Betracht zu ziehen ist, sondern nur eine hohe polarw- 
graphische Wirksamkeit des Fermentes selbst. Eine solche war auf Grund 
der Tatsache, daf Hyaluronidase ein EiweiBk6érper ist* und katalytische 
Wasserstoffwellen fiir Eiwei8 und seine Abbauprodukte charakteristisch 
sind, zu erwarten. 


Es liegt demnach kein Grund vor, fiir die erhéhte Konzentration 
der polarographisch wirksamen Substanz im Serum Krebskranker u. a. 
einen fermentativen Hyaluronsiiure-Abbau als Ursache in Erwiigung zu 
ziehen®. Daraus ergiibe sich sogar ein Widerspruch; denn dann miiBten 
in den Krebsseren Abbauprodukte der Hyaluronsiure, z. B. die als Bau- 
stein enthaltene D-Glucuronsiure, nachweisbar sein, wahrend jedoch 
nach Winzler® die Serumfiltrate hexuronsiurefrei sind. 


Als Argument gegen die in dieser Arbeit vertretene Ansicht, dab 
eine fermentative Hyaluronidase-Wirkung polarographisch nicht zu re- 
gistrieren ist, kénnte die Tatsache angefiihrt werden, daB bei den ein- 
zelnen SerumeiweifBfraktionen (Albumin, «-, B-, y-Globulin) nach Zusatz 
gleicher Hyaluronidasemengen eine unterschiedliche Erhéhung der kata- 
lytischen Wasserstoffwellen beobachtet wurde}. Da aber bei der Ein- 
wirkung von Hyaluronidase auf das spezifische Substrat Hyaluron- 
siure keine polarographisch aktive Substanz gebildet wird, sollte der 
z. B. nach Einwirkung auf Albumin polarographisch registrierte proteo- 
lytische Abbau nicht als charakteristische Hyaluronidasewirkung an- 
gesehen, sondern einer in vitro nicht mit Sicherheit als Begleitsubstanz 
aes Fermentes auszuschlieBenden Protease zugeschrieben werden. 


Das Ferment Hyaluronidase kénnte jedoch auf Grund seiner polaro- 
graphischen Wirksamkeit durch seine bloBe Anwesenheit im Blutserum 
einen EinfluB auf die polarographische Serumreaktion ausiiben, zumal 
sowohl in menschlichem als auch in tierischem Blutserum eine Hyalu- 
ronidase-Aktivitiét nachweisbar ist!!. Da jedoch keine Parallelitat be- 
steht zwischen den von Tierart zu Tierart beobachteten Unterschieden 
beziiglich der Hyaluronidase-Aktivitét und dem Gehalt an_polaro- 
graphisch aktiver Substanz?, diirfte ein Vorhandensein von Hyaluroni- 
dase im Serum hinsichtlich einer Wirkung auf die polarographische 
Serumreaktion ohne Bedeutung sein. 


Die Anwendung der polarographischen Reaktion zur Hyaluronidase- 
Testung des Serums? ist nicht méglich. 


Herrn Prof. Dr. Ing. K. Schwabe, Direktor des Instituts fiir Elektrochemie 
und physikalische Chemie der Technischen Hochschule Dresden, danke ich fiir sein 
Interesse an diesen Untersuchungen. 

9 R. J. Winzler, A. Devor, J. Mehl u. J.Smyth, J. clin. Invest. 27, 609 
[1948]. 

10 F, Lickint u. M. Biichner, Naturwissenschaften 44, 261 [1957]. 
1. H. Gibian, diese Z. 300, 261 [1955]. 
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Fir die Hyaluronidase- und Hyaluronsiure-Praparate danke ich an dieser 
Stelle nochmals der Schering AG, Berlin (W). 


Zusammenfassung 


Es konnte gezeigt werden, daB bei dem fermentativen Abbau der 
Hyaluronsiure durch Hyaluronidase keine (unter den Versuchsbedin. 
gungen der polarographischen Filtratreaktion) polarographisch wirk- 
samen Substanzen gebildet werden. Das Ferment ist als EiweiBk6rper selbst 
polarographisch wirksam und allein fiir die beobachteten katalytischen 
Wellen verantwortlich. Da die polarographische Wirksamkeit allgemein 
fiir Eiwei8 und seine Abbauprodukte charakteristisch ist, kann die 
polarographische Reaktion nicht zur Hyaluronidase-Testung in Blut- 
serum und anderen proteid-, protein- oder peptid-haltigen Lésungen 
beniitzt werden. 


Summary 


In the enzymic breakdown of hyaluronic acid by hyaluronidase, no 
polarographically active substances are produced (which are measurable 
under the experimental conditions of the polarographic filtrate reaction). 
The enzyme protein alone is responsible for the observed catalytic waves. 
Since polarographic activity is a general characteristic of protein and 
its degradation products, the polarographic reaction cannot be used for 
determining hyaluronidase in serum or other protein or peptide-contai- 
ning solutions. 


Dr. Helga Drost, Deutsche Akademie der Wissenschaften zu Berlin, Institut 
fiir Medizin und Biologie, AB Angewandte Isotopenforsch., Berlin-Buch, Linden- 
berger Weg 70. 
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Nichtenzymatische Reaktionen 
zwischen a-Amino- und a-Ketosduren, III! 


Durch Kupfer(II)-Ionen und Pyridin 
katalysierte Transaminierung 
Von 
Hermann Mix 
Aus dem Institut fiir Organische Katalyseforschung, Rostock, der Deutschen Akademie der Wissen- 


schaften zu Berlin. Direktor: Professor Dr. W. Langenbeck 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. November 1960) 


Herrn Prof. Dr. H. Waldschmidt-Leitz zum 65. Geburtstag gewidmet 


In voraufgegangenen Arbeiten!? war gezeigt worden, daB Basen 
die nichtenzymatische, Cu?®-katalysierte Transaminierungsreaktion 
zwischen «-Amino- und «-Ketosiuren stark beschleunigen. Die Akti- 
vierung, insbesondere durch Pyridin, hatte es erméglicht, die Reaktions- 
bedingungen biologischen Verhiltnissen anzugleichen. Da das Pyridin 
indes in groBem Uberschu8 zur Anwendung gekommen war, sollte nun- 
mehr festgestellt werden, welche Basenkonzentration zur Erreichung 
optimaler Wirkungen erforderlich ist. Vor allem aber sollten weitere 
Untersuchungen iiber die Reaktivitaét der verschiedenen «-Ketosaiuren 
AufschluB geben. Dabei hofften wir, durch systematische Abstufung 
intramolekularer Effekte Einblick in den Reaktionsmechanismus zu 
bekommen. 


Methodik 


In Abanderung der friiheren Versuchsanordnung wurde die Transaminierungs- 
reaktion in der Warburg-Apparatur durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurde ein Ge- 
misch von 0,5 cm? 0,1m CuSO,, 1,0 cm? 0,lm Aminosaure, 0,5 cm® mit Schwefel- 
siure neutralisiertes Pyridin der gewiimschten Konzentration, 1,0 cm* Britton- 
Robinson-Puffer (Universalpuffer in 10facher Konzentration) und 0,5 cm? Wasser 
in das ReaktionsgefaB gegeben und der Seitenarm desselben mit 1 cm* einer 0,2m 
Lésung der neutralisierten Ketosiure versehen. Uber Manometer und Kapillar- 
stopfen wurde das System dann durch feingereinigten Stickstoff von Fremdgasen 
befreit und gleichzeitig innerhalb 20 Min. auf 37° eintemperiert. AnschlieBend lieB 
man die Ketosiure mit dem Hauptgemisch zusammenflieBen und setzte damit die 
Reaktion in Gang. 

Zur vorgesehenen Zeit wurde die Reaktion durch 0,5 cm® einer 0,2m Lésung 
von Athylendiamin-tetraessigsiure abgestoppt, die Reaktionsprodukte papier- 
chromatographisch getrennt und entsprechend den friiheren Angaben*® photo- 
metrisch quantitativ ausgewertet. 


1 TI. Mitteil.: H. Mix u. F. W. Wilcke, diese Z. 318, 148 [1960]. 
2 T. Mitteil.: H. Mix, diese Z. 815, 1 [1959]. 
3-H. Mix u. F.W. Wilcke, Naturwissenschaften 47, 133 [1960]. 
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Zum Entwickeln der Chromatogramme diente in erster Linie das Lésungs. 
mittelsystem n-Butanol/Eisessig/Wasser 4: 1:1; gegebenenfalls muBte die Tren- 
nung durch mehrfach wiederholte Entwicklung vervollstandigt werden. Ver. 
schiedentlich bedurfte es zur restlosen Zerlegung des Substanzgemisches noch 
anderer Lésungsmittelsysteme, z.B. 95proz. Athanol/konz. Ammoniak 95:5 
(Asparaginsaure/Glycin), Pyridin/Wasser 65: 35 (Serin/Glycin), 95proz. Methanol 
(Phenylalanin/Isoleucin), n-Butanol/95proz. Athanol/Wasser 4:1:1 (Phenyl. 
alanin/Norvalin). In einigen wenigen Fallen, in denen sich die Anwesenheit der 
weiteren Reaktionsprodukte sowie der Pufferionen zusiatzlich ungiinstig auswirkte, 
fiihrte erst die nacheinander mit verschiedenen Lésungsmittelsystemen durch- 
gefiihrte Trennung zum Ziel. 


Ergebnisse und Diskussion 


Zunaichst wurde Brenztraubensiure mit einigen ausgewahlten 
Aminosiuren in Gegenwart verschiedener Pyridinmengen in neutraler 
gepufferter Lésung bei 37° umgesetzt. Der BaseniiberschuB erstreckte 
sich iiber zwei Zehnerpotenzen. 

Wie die Abbildung zeigt, ist ein gréBerer Basenzusatz erforderlich, 
um den giinstigsten katalytischen Effekt zu erzielen. Wahrend ohne 
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Transaminierung zwischen Brenztraubensaure und den jeweiligen Aminosauren in 
Gegenwart von Kupfer(II)-Ionen bei verschiedenen Pyridinkonzentrationen. 
0,2 mMol Natriumpyruvat + 0,1 mMol Aminosiure + 0,05 mMol Kupfersulfat 
+ 0,5 bis 5,0mMol Pyridin in 4,5 cm* Britton-Robinson-Puffer. Inkubation 
2Stdn. bei 37° unter Stickstoff. x-ABS = «-Amino-buttersaure. 
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Pyridin eine nennenswerte und quantitativ erfaBbare Transaminierung 
unter den gegebenen milden Bedingungen ausbleibt, tritt schon nach 
Zugabe geringer Mengen Pyridin das charakteristische Aktivitits- 
spektrum der Aminosauren auf. Nach einem schnellen Anstieg der Trans- 
aminierungsgeschwindigkeit nehmen die Umsitze jedoch nur noch in 
beschrinktem Umfange zu, sobald ein Molverhiltnis von etwa 1 : 60 
zwischen Kupfer(II)-chelat und Pyridin iiberschritten ist. Demnach 
werden etwa 60 Mol Base pro Mol Kupfersulfat bzw. 2 Mol Aminosiure 
bendtigt, um in allen Fallen angemessene Reaktionsbeschleunigungen zu 
bewirken. 

Die regelmaiBig wiederkehrende Abstufung im Reaktionsvermégen 
der Aminosiuren lieB erwarten, da auch die x«-Ketosaiuren ein ahnliches, 
ihrer unterschiedlichen Struktur homologes Reaktionsverhalten zeigen 
wiirden. Vor allem war nach den bisherigen Erfahrungen?# nicht daran 
zu zweifeln, daB in der Brenztraubensiure der reaktionsfihigste Partner 
fir die Transaminierung noch nicht gefunden war. Da vor allem die 
sauren Aminosiuren erheblich weniger als die basischen dazu neigten, 
ihre Aminogruppe gegen Sauerstoff auszutauschen, versprach der Ein- 
satz von «-Ketodicarbonsiure bzw. von Ketosauren mit stirker polari- 
sierten Carbonylgruppen eine zunehmende Transaminierung. 

Aus diesem Grunde wurden folgende Ketosauren ausgewihlt: 
a-Ketoglutarsiure, Oxalessigsiure, Mesoxalsiiure, Phenylbrenztrauben- 
siure, Phenylglyoxylsiure und Trimethylbrenztraubensaure. Wie Brenz- 
traubensiure wurden die aufgefiihrten «-Ketosiuren jeweils mit ins- 
gesamt neunzehn Aminosiuren umgesetzt (Tab. 1). 

Den quantitativen Angaben zur Transaminierung ist vorauszu- 
schicken, daB im Falle der Oxalessigsiure und Mesoxalsiure nicht die 
entsprechenden Aminodicarbonsauren erhalten werden. Bei diesen Ver- 
bindungen lost die Transaminierungsreaktion eine gleichzeitige Decarb- 
oxylierung aus. Das hat zur Folge, daB anstelle von Asparaginsiure aus- 
schlieBlich Alanin entsteht und daB nicht Aminomalonsiaure, sondern 
nur Glycin erfaBt wird. 

Zwei der aufgefiihrten «-Ketosiuren erwiesen sich sogleich als wenig 
reaktionsfahig. Die Phenylglyoxylsiure transaminierte nur sehr schwach, 
mit meBbarem Effekt lediglich basische Aminosiuren. Mit dem Umsatz 
von 6,5% des eingegebenen Ornithins bzw. 4,0% der «.y-Diamino- 
buttersiure hatte sie bereits ihre maximale Wirkung erreicht. Die Tri- 
methylbrenztraubensiure verhielt sich véllig indifferent. 

Dieses Ergebnis war nicht unerwartet. Wenn es zutraf, daB die 
Reaktionsgeschwindigkeit im wesentlichen durch die Starke der posi- 
tiven Ladung am Carbonylkohlenstoffatom bestimmt wurde, dann muBbte 
der starke elektronenabstoBende induktive Effekt (+-I-Effekt) der tert.- 
Butylgruppe die Reaktivitaét der Trimethylbrenztraubensiure auBer- 
ordentlich schwichen. AuBerdem war anzunehmen, da die Nachbar- 





4H. I. Nakada u. 8S. Weinhouse, J. biol. Chemistry 204, 831 [1953]. 
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Tab. 1. % Aminosaure (I u. II Alanin, III Glutaminsiure, IV Phenylalanin, 

V u. VI Glycin), gebildet bei der Transaminierung von 0,2 mMol der jeweiligen 

«-Ketoséure mit je 0,1 mMol der angegebenen Aminosaéuren in Gegenwart von 

0,05 mMol Kupfersulfat und 3 mMol Pyridin (mit Ausnahme von Spalte VI) in 

insgesamt 4,5 cm* Britton-Robinson-Puffer bei pq 7, Inkubation 2 Stdn. bei 37° 
unter Stickstoff. 


























I II III IV Vv VI 

Oxal- Brenz- | «-Keto- | Phenyl- | Mesoxal- | Mesoxal. 

essig- | trauben-j glutar- brenz- saure sdure 

séure saure sdiure trauben- ohne 

siure Pyridin 
«.y-Diamino- 
buttersaure. . 3,1 3,4 21,0 22,9 39,0 8,0 

Ornithin. ... 17,5 33,3 35,3 47,5 35,0 32,0 
E/T eee 13,5 19,0 24,3 30,3 - 37,5 27,0 
Arginin .... 14,5 17,7 28,8 38,9 44,0 38,0 
Glutaminsaure . 6,0 10,6 — 14,1 53,0 53,0 
Asparaginsaure . 8,0 10,2 8,4 14,3 40,0 18,0 
Asparagin . .-. 7,6 6,2 10,4 14,6 54,0 38,0 
Methionin .. . 9,0* 9,5* 19,2* 20,0 * 43,0* 10,5* 
Phenylalanin . .|° 11,0* 11,5* 17,5 — 57,0 8,5 
fentin. . . . ; 11,0* 10,6* 9,3* 20,2* 37,0* 3,0* 
Norvalin. ... 9,0* 8,0* 13,3* 13,4 42,0 4,5 
a«-Aminobutters. 6,0 8,7 11,0 14,8 42,0 8,6 
AlAnin. ©. «¢ — — 18,5 19,7 42,0 19,0 
Glycin. .... 4,0 6,1 Of 11,8 — — 
Tsoleucin. ... 3,8 3,7 31 9,0 11,5 3,4 
Ree os ae <2,0 2,3 3,6 4,7 22,0 19,0 
Threonin. . . .| <2,0 <2,0 3,5 4,2 22,0 9,5 
VWaim. 5 3. 3s <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 6,5 <1,0 
Histidin. . . .| <1,0 <1,0 <41,0 <1,0 27,0 3,0 
Cystein ....| <1,0 <1,0 <1,0 <1,0 24,0 2,5 


* teilweise ausgefallen, 


schaft der sehr raumerfiillenden tert.-Butylgruppe eine zusitzliche, 
stereochemisch bedingte Hemmung verursachen wiirde. 

Aber auch in der Phenylglyoxylsiure war die Elektrophilitat des 
«-Kohlenstoffatoms herabgesetzt, und zwar durch Konjugations- 
wechselwirkung zwischen z-Elektronen des Benzolrings und des Car- 
bonylsauerstoffs, wobei der +M-Effekt der Arylgruppe und der —M- 
Effekt des Sauerstoffs gleichsinnig wirkten. Da zudem der Substituent 
in ein konjugiertes System eindringen und im Reaktionsfalle die planare 
Atomanordnung des Doppelbindungssystems und damit die Mesomerie- 
effekte aufheben muBte, wiren schon fiir wenig erhéhte Reaktions- 
geschwindigkeiten nicht unerhebliche zusitzliche Energiebetrige er- 
forderlich gewesen. 
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8 Hermann Mix, 





Um die Aminosauren zu aktivieren, bedarf es zunichst der Komplex. 
bildung mit Kupfer(II)-Ionen. Fiir Reaktionen bei biologischen Tem pe- 
raturen reicht diese Aktivierung jedoch nicht aus. Erst nach Hinzu- 
ziehung von Basen ist die Nucleophilitit der Aminosiuren im Kupfer(!I)- 
Chelat so sehr gesteigert, daB sie nahezu alle mit aktivierten Carbonyl. 
gruppen in Wechselwirkung treten kénnen. Sind allerdings wie in cen 
beiden vorhergehenden Beispielen die Carbonylkohlenstoffatome nicht 
in der gewiinschten Weise polarisiert, d. h. sind sie ihrerseits mehr oder 
weniger stark elektronegativ, so bleibt natiirlich die Reaktion aus. 
Wasserabspaltung, Tautomerisierung und Hydrolyse diirften in der 
dargestellten bzw. sinngemi®B weitergefiihrten Weise vor sich 
gehen. 


Ganz allgemein sollte es an Hand dieses Schemas moglich sein, 
gewisse Tendenzen vorherzusehen. Allerdings werden alle Aussagen da- 
durch eingeschrankt, daB es vorerst kaum mdéglich ist, die Wirkung der 
verwendeten Reste quantitativ und damit vollig wirklichkeitsgetreu an- 
zugeben. Da man auBerdem keine genauen Kenntnisse iiber das jeweilige 
Azomethingleichgewicht hat, kann man die in einer bestimmten Frist 
umgewandelte Substanzmenge nicht direkt mit der Reaktionsgeschwin- 
digkeit identifizieren. Indessen liBt sich die Reaktivitat einer jeden 
Ketosiiure — unabhingig von der strukturbedingten Gleichgewichtslage 
der Schiffschen Base — aus dem Mittelwert aller Ausbeuten herleiten 
(Tab. 2). 


Tab. 2. Durchschnittliche Transaminierung zwischen den «-Ketosaéuren und je- 
weils 19 Aminosaéuren, errechnet aus den in Tab. 1 aufgefiihrten Prozentzahlen. 

















Mittelwert der relative 

Prozentzahlen Aktivitat 
ESS O78 FS a 36,7 100 
Phenylbrenztraubensiure ........ 16,0 43,6 
NORMAND fess) ss eS eS 6,9 18,8 
a-Ketoglutarsiure. ........4... 12,5 34,0 
Brenztraubensaure .......... 8,7 23,7 
Phenylglyoxylsiure.......... <1,0 ~1,0 
Trimethylbrenztraubensaure ...... . <1,0 <1,0 
Mesoxalsiure ohne Pyridin. ....... 16,1 43,8 


Die Aufstellung enthailt mit einer Ausnahme die vermutete Regel- 
miBigkeit. Nichst Mesoxalsiure und Phenylbrenztraubensiure ist 
nimlich nicht die Oxalessigsiure am reaktionsfihigsten, sondern «-Keto- 
glutarsiiure. Dieses abweichende Verhalten der Oxalessigsiure ist aller- 
dings erklirlich. In ihrem Fall ist die Transaminierung zunichst der 
f-Decarboxylierung véollig untergeordnet. Diese geht so stiirmisch 
vor sich, daB sie unter den gegebenen Bedingungen nicht mehr in der 
Warburg-Apparatur verfolgt werden kann. Es wird also in der ersten 


























Bd. 323 (1961) Reaktionen zwischen ~-Amino- u. «-Ketosauren, IIT 179 
Reaktionsphase ausschlieBlich Brenztraubensiure gebildet. Die an- 
schlieBende bzw. parallel verlaufende Transaminierung wird daher im 
wesentlichen mit der Reaktion zur Umwandlung der Brenztraubensiure 
identisch sein. 

Wie die Oxalessigsiure spaltet auch die Mesoxalsiure zuerst CO, 
ab, sich dadurch in Glyoxylsiure verwandelnd. Diese bestimmt dann den 
weiteren Reaktionsverlauf, von dem bekannt ist, daB eine Transami- 
nierung besonders leicht stattfinden kann. Allerdings hat sich das tat- 
sichliche Geschehen damit noch nicht ersch6pft. Vielmehr ist das gerade 
entstandene Glycin in der Lage, sich mit Glyoxylsiure nach Art einer 
Aldolkondensation zu $-Hydroxy-asparaginsiiure umzusetzen®>. Etwa 
ein Drittel des jeweiligen Glycins geht durchschnittlich in diese Reaktion 
ein. Tatsichlich ist also die Transaminierung der Mesoxalsiure bedeutend 
umfangreicher, als es die Prozentzahlen der Tabellen zum Ausdruck 
bringen. 

Bereits die friiheren Experimente zur Transaminierung hatten be- 
trichtliche Unterschiede im Reaktionsvermégen der Aminosiuren sicht- 
bar werden lassen. Es entspricht also den Erfahrungen, wenn auch das 
Zahlenbild von Tabelle 1 durch gleichartige Erscheinungen gekenn- 
zeichnet ist. Bei genauer Betrachtung der Daten erkennt man denn 
auch, daB es fast immer dieselben Aminosiiuren sind, welche verhiltnis- 
mibig leicht transaminieren bzw. wenig zur Umwandlung neigen. Ledig- 
lich die Umsetzungen mit Mesoxalsiure fiihren zu einer etwas veriinderten 
Aktivititsfolge. 

Es ist anzunehmen, daB viele Werte der Mesoxalsiurereihe der 
Theorie schon recht nahe kommen; dabei gilt es zu beachten, daB die 
Transaminierungsgeschwindigkeit durch eine ganze Reihe von Faktoren 
bestimmt wird. Von diesen sind es vornehmlich zwei, die die Gesamt- 
bilanz nachhaltig beeinflussen; erstens das tautomere Gleichgewicht des 
jeweiligen Azomethins und zweitens das Mengenverhiltnis der Reaktions- 
partner. Fir beide ist der py-Wert der Reaktionslésung von Bedeutung, 
und zwar beziiglich der Konzentrationen dadurch, daB fortwahrend un- 
vermeidliche irreversible Verinderungen an den Reaktanten vor sich 
gehen. Dazu gehéren u. a. eine betrichtliche nichtoxydative Decarboxy- 
lierung, die oben erwihnte Kondensationsreaktion, eine mehr oder 
weniger umfangliche Desaminierung und schlieBlich auch die Verminde- 
rung der katalytisch wirkenden Kupfer(II)-Ionen durch Reduktions- 
vorginge. So ist es zu erkliren, daB die basischen Aminosiuren mit 
Mesoxalsiure scheinbar schlechter reagieren, wihrend Phenylalanin 

jetzt unvermittelt den héchsten Wirkungsgrad aufweist. 

Die ungewohnlich intensive Transaminierung mit Hilfe der Mesoxal- 
siure in Gegenwart von Kupfer(II) und Pyridin forderte nachgerade 
dazu auf, in diesem Falle voriibergehend auf die Mitwirkung der aro- 





5 D.E. Metzler, J.B. Longenecker u. E. E. Snell. J. Amer. chem. Soc. 
75, 2728 [1953]; 76, 639 [1954]. 
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matischen Base zu verzichten. Die letzte Spalte in Tab. 1 laBt erken: en, 
daB auch in Abwesenheit von Pyridin gute Ausbeuten zu erhalten snd. 
Obgleich gegeniiber der Metall-Basen-Katalyse teilweise erhebliche 
Unterschiede zu verzeichnen sind, hilt die pyridinfreie Reaktion der 
Mesoxalsiure doch Vergleiche mit den basenkatalysierten Umsetzunzen 
der anderen Ketosiuren aus. Insgesamt werden in 2 Stdn. durchschnitt- 
lich 16,1% der Aminoséuren umgewandelt, ebensoviel also, wie durch 
Phenylbrenztraubensaéure + Pyridin. 

Interessanterweise sind die Differenzen zwischen den beiden Mes. 
oxalsiurereihen im Falle der basischen Aminosiuren relativ gering. 
Diese Erscheinung weist wieder zuriick auf den Ausgangspunkt dieser 
Untersuchungen, denn aus den beiden hochgradigen Umsetzungen mit 
Ornithin, Lysin und Arginin sowie aus der unterschiedlichen Reaktions- 
beschleunigung mit zunehmendem py-Wert? war ja gefolgert worden, 
daB basische Gruppen Aktivierungen hervorrufen kénnen, unabhingig 
davon, ob sie intramolekular mit eingreifen oder intermolekular auf das 
Geschehen einwirken. Da also die basischen Reste der genannten Amino. 
siuremolekeln fiir eine hohe Reaktivitit bereits gesorgt haben, bleiben 
den von auBen herangefiihrten Stickstoffverbindungen kaum rechte 
Méglichkeiten, die Transmutationen zusiitzlich zu intensivieren. 

Zusammenfassend ist zu sagen, das der Umfang der Transaminie- 
rung in entscheidender Weise von der Polaritit der «-Ketosiuren ab.- 
hingt. In den angegebenen Beispielen ist die Einfiihrung von Substitu- 
enten mit —I-Effekten oder der Ubergang zu Resten, die —M-Effekte 
auslésen, mit einer auBerordentlichen Zunahme der Transaminierung 
verbunden. AuBerdem jedoch betitigen sich organische Stickstoffbasen 
als zusitzliche Aktivatoren und bekommen damit Funktionen zuge- 
wiesen, die im natiirlichen Reaktionsgeschehen den Apoenzymen vor- 
behalten sind. Offenbar kénnen auch im gegenwirtigen Zusammenhang 
schon einfache Basen in ihren Leistungen mit hochspezifischen Ferment- 
proteinen verglichen werden. 


Fraulein Ingrid Peckruhn und Fraulein Marlies Neitzel schulde ich Dank 
fiir ihre fleiBige und gewissenhafte Mitwirkung an dieser Arbeit. 


Zusammenfassung 


Mit Hilfe von Kupfer(II)-lonen und iiberschiissigem Pyridin wurden 
in neutraler Lésung bei 37° sieben verschiedene «-Ketosiuren mit je- 
weils neunzehn Aminosiuren umgesetzt. Die dabei stattfindende Trans- 
aminierung wurde quantitativ bestimmt. Aus dem Reaktionsverhalten 
der Substratmolekeln konnten gewisse GesetzmiBigkeiten hergeleitet 
werden. Diese gaben AnlaB zu einer modifizierten Formulierung des 
Transaminierungsmechanismus, wobei intra- und intermolekulare Effekte 
entsprechende Beriicksichtigung fanden. 

Wihrend der Reaktion mit Oxalessigsiiure und Mesoxalsiure wurde 
eine intensive Decarboxylierung festgestellt. Bei der Mesoxalsiure- 
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umwandlung fand auferdem in erheblichem Umfange eine aldolartige 
Kondensation zwischen Glycin und Glyoxylsaure statt, die zu -Hydroxy- 
asparaginsaure fiihrte. 


Summary 


Seven different ~-oxo-acids were reacted each with nineteen amino 
acids in the presence of Cu®® ions and excess pyridine in neutral solution 
at 37°. The resulting transaminations were determined quantitatively. 
Formulation of intra- and intermolecular effects in transamination have 
been modified by certain rules, derived from the observed mode of 
action of the above substrates. 

An intensive decarboxylation occurred during reaction with oxal- 
acetic acid and mesoxalic acid. Furthermore, during transamination 
with mesoxalic acid, a considerable amount of glycine and glyoxylic acid 
reacted by an aldol-type condensation to give 6-hydroxyaspartic acid. 


Dr. Hermann Mix, Deutsche Akademie der Wissenschaften zu Berlin, 
Institut fiir Organische Katalyseforschung, Rostock, BuchbinderstraBe 5—6. 
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Spurenanalyse physiologisch aktiver, 
einfacher Indolderivate * 
Von 
Egon Stahl und Harald Kaldewey 


Aus dem Botanischen Institut der Universitit des Saarlandes, Saarbriicken 
(Direktor: Prof. Dr. H. D. Wulff) 


(Ler Schriftleitung zugegangen am 21. November 19 0) 


Eine Reihe von Indolderivaten steht seit mehr oder weniger langer 
Zeit im Mittelpunkt zahlreicher medizinischer, chemischer und pflanzen- 
physiologischer Arbeiten. Neben den mehr als 100 Indolalkaloiden aus 
dem Pflanzenreich (z. B. aus Claviceps'-, Psilocybe®-, Rauwolfia’- und 
Strychnos‘-Arten) sind die sogenannten einfachen Indolderivate von be- 
sonderem physiologischem Interesse*. Seit 25 Jahren® wird die Frage 
verfolgt, ob diesen ,,einfachen* Indolderivaten, insbesondere dem Hetero- 
auxin (Indolyl-(3)-essigsiure), die Bedeutung nativer Wachstumsregula- 
toren zukommt’’. Wenn trotzdem auf diesem Gebiet noch manches 
offen bleiben muBte, so ist die zumeist geringe Konzentration (0,01 —1 
mg/kg) der Indol-Auxine in der Pflanze mit ein Grund hierfiir. lm letzten 
Jahrzehnt fanden dann mit der Entdeckung des im Zentralnervensystem 
reichlich vorhandenen Serotonins (5-H ydroxy-tryptamin) derartige Ver- 
bindungen in der physiologischen Chemie und Neurologie besondere 
Beachtung. 

Aus den zahlreichen diesbeziiglichen Befunden® ergeben sich auch fiir die 
pflanzliche Auxinforschung interessante Parallelen und Anregungen: Das Sero- 
tonin wird z. Z. als die dritte physiologische Substanz (neben Acetylcholin und 
Adrenalin) betrachtet, die bei der Reiziibertragung innerhalb des Nervensystems 
wirksam ist. Die Hauptmasse des wahrscheinlich aus dem Tryptophan iiber 5- 
Hydroxy-tryptophan gebildeten Serotonins liegt im tierischen Organismus in der 


* VII. Mitteilung iiber Diinnschicht-Chromatographie; VI. Mitteil. s. 1. ¢.1. 

1 A. Hofmann, Planta Medica 6, 381 [1958]. 

2 A. Hofmann u. Mitarbeiter, Experientia [Basel] 14, 107, 397 [1958]; 16, 
414 [1960]. ; 

3 A. Hofmann, Planta Medica 5, 145 [1957]. 

4K. Bernauer, Fortschr. Chem. org. Naturstoffe [Wien] 17, 183 [1959]. 

5 B. B. Stowe, Fortschr. Chem. org. Naturstoffe [Wien] 17, 249 [1959]. 

6 F. Kégl, A. J. Haagen-Smit u. H. Erxleben, diese Z. 228, 90 [1934]; 
F. Kégl u. D. G. F. R. Kostermans, ebenda 235, 201 [1935]. 

7-H. Linser u. O. Kiermayer, Methoden zur Best. pfl. Wuchsstoffe, Sprin- 
ger-Verlag, Wien 1957; H. F. Linskens, Papierchrom. Botanik, 2. Aufl., Springer- 
Verlag, Heidelberg 1959. 

8 H. Séding, Wuchsstofflehre, G. Thieme-Verlag, Stuttgart 1952. 

9 G. P. Lewis, 5-Hydroxy-tryptamin, Pergamon Press, London, New York 
1958; I. H. Page, Physiol. Rev. 38, 277 [1958]. 
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physiologisch inaktiven Bindung an ein Protein vor. Durch eine Reihe von Verbin- 
dungen z. B. durch das Indolalkaloid Reserpin und vor allem durch das Lyserg- 
siurediathylamid kann diese Eiwei8bindung aufgehoben werden. Dann ist das 
Serotonin der Aminoxydase ausgesetzt und wird im Urin als [5-Hydroxy-indolyl-(3)]- 
essigsiure ausgeschieden. Serotonin wurde auch im Pflanzenreich u. a. in den 
Brennhaaren von Urtica dioica L. in einer Konzentration von etwa 0,02%, gefunden!®. 

Fiir die Identifizierung der Indolderivate in pflanzlichen und tieri- 
schen Organextrakten brachte die Papierchromatographie’" und die 
Papierelektrophorese!” eine wertvolle methodische Bereicherung. Die 
Erfahrungen mit der Diinnschicht-Chromatographie!*—"* lieBen erwarten, 
da auch hier die Methode mit Erfolg eingesetzt werden kénnte. 


Ergebnisse 


Trennschicht und Elutionsmittel 


Die besten Trenneffekte erhielten wir auf Kieselgel-G-Schichten. 
Nur beim Vorliegen rein basischer Substanzgemische liBt sich auch 
Aluminiumoxid G mit Erfolg verwenden. Da uns neben den Indolaminen 
vor allem die Wuchsstoffsauren interessieren, benutzten wir zumeist 
neutrale, ungepufferte Kieselgel-G-Schichten. Zuniichst wurde das in der 
Papierchromatographie bevorzugte Isopropylalkohol-Ammoniak-Was- 
ser-Gemisch verwendet. Der Trenneffekt befriedigte nicht und auBerdem 
betrugen die Laufzeiten bis zu zwei Stunden. Wir suchten nach Elutions- 
gemischen, die in kiirzerer Zeit (unter 60 Min.) eine Trennung méglichst 
vieler der in Betracht kommenden Verbindungen zulieBen. Das gefundene 
saure Elutionsmittel (Chloroform/96proz. Essigsiure 95:5) trennt in 15 
bis 40 Min. die vor allem fiir die Auxinforschung wichtigen Indol-Ver- 
bindungen (Abb. 1). Bei diesen und iihnlichen Gemischen bleiben die 
basischen Verbindungen (z. B. das Tryptamin, Serotonin und auch die 
untersuchten Aminosiuren) am Startpunkt. Das ist kein Nachteil, da man 
deren Trennung mit basischen Elutionsmitteln erreichen kann. Fiir die 
hier in Betracht kommenden basischen Substanzen bevorzugten wir ein 
Gemisch von Methylacetat, Isopropylalkohol und waBriger Ammoniak- 
lésung. Hierin erfolgt in 20 bis 45 Min. z. B. die Trennung des Serotonins 
von Tryptamin und auch diejenige von Tryptophan, 5-Hydroxy- 

10 H. O. J. Collier u. G. B. Chesher, Brit. J. Pharmacol. 11, 186 [1956], 
zit. nach 1. c.5. 

11 J. M. Hais u. K. Macek, Handbuch Papierchromatographie, Fischer- 
Verlag, Jena 1958. 

12 —D. v. Denffer, M. Behrens u. A. Fischer, Naturwissenschaften 39, 258 
1952]. 
II. u. III. Mitteil.: E. Stahl, Chemiker-Ztg. 82, 323 [1958], Parfiimerie u. 
Kosmet. 89, 564 [1958]; Pharmaz. Rdsch. 1, Nr. 2, 1 [1959]. 

ME. Stahl, Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharmaz. Ges. 292/64, 411 [1959]; 
E. Stahl u. L. Trennheuser, ebenda 293/65, 826 [1960]. 

15 VI. Mitteil.: E. Stahl u. U. Kaltenbach, J. Chromatogr., im Druck. 
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* Fluoresziert im UV-Licht intensiv blau. 














0,33 


——_ 


0,83 





** 


Luftfeucl 
bei héhe 


Bd. 323 (1961) 


Spurenanalyse physiologisch aktiver Indolderivate 


grenze (bei 10 cm Laufstrecke der Front) der ,,einfachen“ Indolderivate. 


185 





Ry-Werte im 
Lésungsm. 
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** Lésungsm. A: Methylacetat/Propanol-(2)/25proz. Ammoniaklésung 45:35:20. 
*** Lésungsm. S = Chloroform/96proz. Essigsiure 95:5. Die Rp-Werte erhéhen sich bei starker 
Luftfeuchtigkeit (Inaktivierung der Schicht beim Auftragen), bei Erhéhung der Essigsiuremenge und 
bei hdherem Wassergehalt der Essigsiure. 
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tryptophan und [5-Hydroxy-indolyl-(3) |-essigsiure (Abb. 2 u. 3). In der 
Tabelle sind die Ry-Werte der Substanzen fiir die beiden Systeme zu- 
sammengefaBt. Die Anthranilsiure wurde als eine der vermuteten Inclol. 
Vorstufen mit einbezogen. 





I II II IV V 1 0,1 0,01 


Abb. 1. Diinnschicht-Chromatogramm ,,einfacher‘‘ Indolverbindungen nach Sicht- 

barmachen mit Formaldehyd-Salzséure im ultravioletten Licht photographiert. 

Elutionsmittel: Chloroform/96proz. Essigsaiure 95:5. Sorptionsschicht: Kieselgel G, 
Laufzeit: 35 Min. 


Es wurde aufgetragen bei I: Indolyl-(3)-acetamid, verunreinigt mit Indolyl-(3)- 

essigsaure ; IT: Indolyl-(3)-essigsaure ; ITI: 7-{ Indolyl-(3) |-propionsaéure; IV: y-[Indo- 

lyl-(3) |-buttersiure; V: Indolyl-(3)-acetonitril; 1; 0,1; 0,01 ug pro Substanz eines 

Gemisches von I—V, Skatol (oberster Fleck), Tryptophan und Tryptamin (diese 
blieben am Start). 


Vereinigt man die Vorteile beider Gemische in einem zweidimensio- 
nalen Chromatogramm, so lassen sich alle uns zugiinglichen einfachen 
Indolderivate trennen (Abb. 2). 

Wichtig erscheint uns der Hinweis auf die — an sich bekannte — 
Empfindlichkeit biologisch aktiver Indolderivate. 

Die Zersetzlichkeit der Indolyl-(3)-essigsiure wird vor allem durch Saure 
— auch durch das von uns verwendete saure Elutionsmittel — und Licht und die 
des Indolyl-(3)-acetonitrils durch Basen gesteigert. Es ist daher zweckmafig, im 
abgedunkelten Raum zu chromatographieren und vor allem die aufgetragenen 
Substanzen weder zuvor noch danach langere Zeit auf der aktiven Schicht zu be- 
lassen. Bei der zweidimensionalen Chromatographie bevorzugen wir wegen der 
Zersetzlichkeit der Indolyl-(3)-essigsiure in Laufrichtung 1 das alkalische Gemisch. 
Der Ammoniak muB nach der Chromatographie entfernt werden. Danach wird in 
Laufrichtung 2 mit dem sauren Gemisch weitergetrennt. 
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on dolderivaten und Anthranilsaure. 
el Das an den Startpunkten (St. I, 1 und 2) aufgetragene Gemisch enthielt 0,5 ug von 
j jeder Substanz. Aus dem Vergleichschromatogramm iiber St. 1 ist der Trennerfolg 
des basischen Elutionsmittels A und iiber St. 2 derjenige des sauren Elutionsmit- 
tels S zu erkennen. 
si 1: 5-Hydroxy-tryptophan 9: Serotonin 
on 2: [5-Hydroxy-indolyl(3) ]-essigsiure 10: Tryptamin 
3: Tryptophan 11: Indolyl-(3)-acetamid 
4: Indolyl-(3)-essigsaiure 12: 3-Hydroxymethyl-indol 
7 5: B-[Indolyl-(3) ]-acrylsiure 13: Indolyl-(3)-acetonitril 
6: B-[Indolyl-(3) ]-propionsaure 14: Indol 
re 7: y-[Indolyl-(3) ]-buttersiure 15: Skatol 
lie 8: Anthranilséure 
m 
: Reaktionen zur Sichtbarmachung 
er Nach Uberpriifung der bisher beschriebenen Nachweisreaktionen™! 
h. | und einiger weiterer ist die van Urksche Farbreaktion!* am spezifisch- 
in __ es 
16 H. W. van Urk, Pharmac. Weekbl. 66, 473 [1929]. 
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sten und die Prochdzkasche Fluoreszenz-Reaktion!’? am empfindlich- 
sten. Bei der van Urk-Reaktion mit p-Dimethylamino-benzaldeh yd 
liegen die Farben zumeist im Bereich zwischen blau und rot. Es ergab 
sich jedoch, daB eine Reihe von Bedingungen genau einzuhalten ist, um 
zu einer optimalen Farbbildung zu gelangen. Das ist wohl auch der Grund, 
da die Reaktionsfarben unterschiedlich beschrieben werden. 

Nach der Vorstellung von Péhm!?* (Mutterkornalkaloide) handelt es sich bei 
dieser Reaktion um eine in 2-Stellung der Indolderivate angreifende Konden. 
sationsreaktion, die zu Rosindol-Farbstoffen fiihrt. Die Ansicht wird durch die 
inzwischen erschienene Arbeit von Troxler und Hofmann!?® gestiitzt. Schon friih 
wurde erkannt, da8 der Zusatz eines Oxydationsmittels (Fe®®, H,O,, UV-Strahlung) 
zum Reagenz die Farbbildung begiinstigt?°. Obwohl wir uns diesen Effekt bei der 
Sichtbarmachung zu Nutze machten, erfolgte die Farbintensivierung sowohl auf 
Papier, als auch auf den Kieselgel-G-Schichten langsam und befriedigte nicht. 

Durch einen Zufall (Offnen einer Flasche Kénigswasser neben einem 
Chromatogramm) ergab sich, daB durch Spuren der oxydierenden Saure- 
dimpfe eine spontane Farbintensivierung nach dem Bespriihen mit p- 
Dimethylamino-benzaldehyd sowohl bei Indolalkaloiden als auch bei den 


einfachen Indolderivaten eintritt. 


Untere Nachweisgrenze 

Bei der van Urk-Reaktion und anschlieBender Oxydation mit 
Konigswasserdimpfen liegt die untere Nachweisgrenze bei einer Trenn- 
strecke von 10 em im Durchschnitt bei 0,1 wg. Da fiir die Trennung einer 
Reihe von Indolderivaten bereits eine Trennstrecke von 4,5—6 em (Lauf- 
zeit etwa 15 Min.) geniigt, laBt sich hierdurch die untere Erfassungs- 
grenze auf 0,02 ug senken. Wesentlich empfindlicher ist die Formal. 
dehyd-Salzsiure-Reaktion!’. Bei einer Trennstrecke von 10 cm lieBen 
sich im langwelligen ultravioletten Licht 0,01 wg gut erkennen und bei 
6 cm Trennstrecke noch 0,001 yg. 


Diskussion 


Nach unseren Erfahrungen mit der papierchromatographischen 
Trennung von Indolalkaloiden?! und von Wuchsstoffen?? laBt sich sagen, 
da die Trennung der Indolderivate auf Kieselgel-G-Schichten wesent- 
liche Vorteile bringt. Einmal ist die Trennzeit sehr kurz und so die Gefahr 
der Zersetzung der labilen Substanzen stark vermindert, zum anderen 
sind die Trennungen vor allem im sauren Gemisch besser und werden 
weniger von Begleitstoffen gestért als auf dem Papier. Am wesentlichsten 
erscheint uns jedoch, daB mit dieser Methode die untere Nachweisgrenze 





17 Z, Prochazka, in I. M. Haisu. K. Macek, 1... 

18 M. Péhm, Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. pharmaz. Ges. 286/58, 509 [1953]. 

19 F, Troxler u. A. Hofmann Helv. chim. Acta 40, 1706, 2160 [1957]. 

20 N. L. Allport u. T. T. Cocking, Quart. J. Pharmac. Pharmacol. 5, 341 
[1932]; E. Schulek u. G. Vastagh, Dansk Tidsskr. Farmaci 18, 101 [1939]. 

21 H. Rochelmeyr, E. Stahl u. A. Patani, Arch. Pharmaz. Ber. dtsch. 
pharmaz. Ges. 291/68, 1 [1958]. 

22 H. Kaldewey, unveroffentlichte Versuche. 
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um 2 Zehnerpotenzen gesenkt werden konnte und so fast bis an die der 
auBerordentlich empfindlichen biologischen Teste heranreicht. Mit der 
beschriebenen Methode konnten wir in den jungen Friichten von Fritil- 
laria meleagris L. die Indolyl-(3)-essigsiiure und in den Larven verschie- 
dener Pflanzengallen erzeugender Hymenopteren neben Tryptophan, 
Indolyl-(3)-essigsiure und z. T. Indolyl-(3)-acetamid als Farbzonen nach- 
weisen (Abb. 3). 





i Front - —> — 
Skatol - —_—> - t 
Indolyl1-(3)-acetamid ———— ~ | 

Tryptamin ---———-—> | 

| 

Serotonin —————> re 

= 

y-[Indolyl-(3)]-buttersiure +) 2 
«—_{-[Indolyl-(3) |-propionsaure f Nae 

— — Indolyl-(3)-essigsiure ————~ 3 
a —. DL-Tryptophan —___—_- ° | 
[5 )- Hydroxy-indoly]-(3) ]-essigsiure— | 


* so oe ~ Start —— ae head bah) 


Abb. 3. Diinnschicht-Chromatogramm (basisches Elutionsgemisch) eines Alkohol- 
auszuges einiger nicht zerkleinerter, ausgewachsener Larven der Rosengallwespe 
(Diplolepis rosae L. syn. Rhodites rosae Hart.). 

Rechts daneben das auf derselben Platte mitgelaufene Kontrollchromatogramm. 
Die Laufzeit fiir die 4,5-cm-Trennstrecke betrug etwa 15 Min. 


In einer weiteren Arbeit werden wir iiber eine einfache Méglichkeit 
der biologischen Austestung durch direktes Ubertragen der abgeschabten 
Kieselgel-Zonen auf Agar berichten und Anwendungsbeispiele geben?*. 


Beschreibung der Versuche 


Kieselgel-G-Schichten: Die Herstellung der etwa 250 u diinnen Sorptions- 
schichten auf Glasscheiben von 200200 mm erfolgte nach der Vorschrift von 
Stahl mit der Desaga-Grundausriistung zur Diinnschicht-Chromatographie 
No. 600*. Das standardisierte ,,Kieselgel G fiir Diinnschicht-Chromatographie“ der 
Fa. Merck diente als Sorptionsmittel. Bei Verwendung des sauren Elutionsmittels S 
mu besonders darauf geachtet werden, daB die Schichten gut trocken sind. Hierzu 
wurden sie 30 Min. bei 110° getrocknet und danach im Trockengestell in einem mit 
Blaugel beschickten Exsikkator bis zur Verwendung aufbewahrt. Die Startpunkte 
wurden 15 mm von der Unterkante durch Einstiche markiert. Die Trennstrecke 
betrug, wenn nicht anders vermerkt, 100 mm. Zumeist wurde im abgedunkelten 
Raum, gelegentlich im Dunkelraum, bei einer Temperatur von etwa 20° chromato- 
graphiert. 

Elutionsgemische: Die Gemische wurden taglich frisch bereitet und eine 
Kammerfillung (100 ml) nur fiir 5 Chromatogramme verwendet. Die Trennkam- 


- - Hersteller: Fa. C. Desaga, Heidelberg, Hauptstr. 60. 
*3 H. Kaldewey u. E. Stahl, in Vorbereitung. 
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mern wurden zuvor an den Innenwandbreitseiten mit Filtrierpapier (Schleicher & 
Schill 2043b) ausgekleidet und dieses mit dem Elutionsmittel durch Umschiit eln 
getrankt (,,Kammeriibersattigung*)"™. 


Gemisch A: 45 ml Methylacetat p. a. + 35 mi Propanol-(2) p. a. + 20 ml Ammo. 
niaklésung p. a., d = 0,910 (etwa 25proz.). 


Gemisch 8: 95 ml Chloroform p. a. + 5 mi Essigsaure p. a. (96proz.). 


Zweidimensionale Chromatogramme: Die Trennstrecken betrugen in 
beiden Laufrichtungen 80 mm. Auf den 20 mm von der jeweiligen Unterkante ent- 
fernten Startpunkten (I, 1 u. 2) wurden jeweils 0,5 mm* von einem Gemisch aufge. 
tragen, in dem 15 Substanzen (s. Abb. 2) zu je 0,1° in Methanol p. a. gelést waren. 
Die Trennung in Laufrichtung 1 erfolgte mit dem Gemisch A. Nach der ersten Tren. 
nung wurden die Platten fiir 60 Min. unter Stickstoff in einen mit konz. Schwefel- 
saure beschickten, auf 10—12 Torr evakuierten Exsikkator gebracht. AnschlieBend 
wurde in Laufrichtung 2 mit dem Gemisch 8 getrennt. 


Substanzen: Die Firma Hoffmann-La Roche AG, Basel, schenkte uns 
freundlicherweise die Substanzen: VI, VII, VIII, X, XII, XIII, XIV, XV, XVI 
und XVII (Tab. 1); sie erwiesen sich auch beim Auftragen gréBerer Mengen als ein- 
heitlich. Die nicht handelsiiblichen Indolderivate III, IX, XI, XVIII (Tab. 1) 
erhielten wir von Herrn Prof. Dr. H. S6ding*, Hamburg. Indolyl-(3)-acetaldehyd 
wurde nach der Vorschrift von Larsen*! aus Tryptophan durch Umsetzung mit 
Isatin hergestellt. (Das Chromatogramm zeigt, daf} nach diesem Verfahren nur Ge- 
mische entstehen, die zum GroBteil aus der gewiinschten Verbindung bestehen, da- 
neben Isatin und étwa fiinf starker polare Verbindungen enthalten). Die Substanzen 
wurden sowohl einzeln als auch im Gemisch 0,1 proz. in Methanol p. a., z. T. unter 
Erwarmen, gelést und im Dunkeln bei etwa + 3° aufbewahrt. 


Sichtbarmachung: Van Urk-Reagenz: 1,0 g p-Dimethylamino-benz- 
aldehyd fiir Chromatographie (Merck) wurden in einer Mischung von 50 ml Salz- 
siure (25proz. DAB.6.) + 50 m/ Athanol (pur. 96proz.) gelést. Hiervon wurden pro 
200 x 200-mm-Platte etwa 10 ml bis zum schwachen Transparentwerden der Kiesel- 
gel-Schicht aufgespriiht. Bei Verwendung des sauren Elutionsmittels sollte das 
Spriihen 2—5 Min. nach der Chromatographie erfolgen. Beim basischen Gemisch 
wurde zuvor ein Teil des Ammoniaks durch Erwarmen (5 Min. 50°) entfernt. Die so 
behandelten Platten wurden dann fiir 20 Min. bei 50° im Trockenschrank belassen 
und anschlieBend Dampfe von K6nigswasser iiber die Schicht geblasen. 


Prochazka-Reagenz: 10 ml Formaldehydlésung (etwa 35proz.) + 10 ml 
Salzsaure (25proz. DAB.6.) + 20 m/ (Athanol 96proz). 


Hiervon wurden pro Platte etwa 10 m/ aufgespriiht und danach 5 Min. auf 
100° erhitzt. Die Substanzen reagieren unter schwach gelbbraunlicher Farbbildung. 
Im ultravioletten Licht zeigen sie starke Fluoreszenz im gelb-orange-griinlichen 
Bereich (Abb. 1). Nach Uberleiten von Kénigswasserdiampfen fluoreszieren die 
Zonen starker. Ein gleicher Oxydationseffekt stellt sich auch beim Liegenlassen an 
der Luft nach etwa einem Tag ein. 


Sichtbarmachung der Aldehyde: 2.4-Dinitro-phenylhydrazin p. a. 
(Merck) wurde 0,5proz. in Athanol (96proz.) gelést und 1° Salzsaure p. a. (25proz.) 
zugefiigt. Pro Platte wurden 5—8 ml aufgespriiht. Die Indolyl-(3)-aldehyde traten 
als gelbe Zonen hervor, die Farbe intensivierte sich langsam nach orange. 





* Fir die Uberlassung méchten wir uns auch an dieser Stelle nochmals herz- 


lich bedanken. 
24 P. Larsen, Dansk Bot. Ark. 11, 1 [1944], u. zwar S. 85. 
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Zusammenfassung 


Die Trennung kleinster Mengen von Indolderivatgemischen ist mit 
der Diinnschicht-Chromatographie in 15 bis 40 Min. méglich. Neben den 
pflanzenphysiologisch aktiven ,,I[ndolauxinen‘’ wurden das Serotonin 
und einige der beim biologischen Auf-, Um- und Abbau entstehenden 
Verbindungen beriicksichtigt. Mit der beschriebenen Methode lassen sich 
z. T. noch 0,001 ug erkennen. 


Summary 


Very small quantities of indole derivatives can be separated in 15 to 
40 min. by thin layer chromatography. Amongst the substances separated 
are the physiologically active plant indole auxins, serotonin and metabolic 
products. In some cases, amounts as low as 0.001 wg were detected with 
the above method. 


Doz. Dr. Egon Stahl und Dr. H. Kaldewey, Botanisches Inst. der Univer- 
sitit des Saarlandes, Saarbriicken 15. 
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Konstitution des Spongopurins, einer in der Natur 
neuen Purinbase 
Von 
D. Ackermann und P. H. List 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut und dem Institut fiir Pharmazie und Lebensmittelchemie 
der Universitat Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. November 1960) 


Vor 3 Jahren isolierten wir zusammen mit MenBen! aus einem 
Riesenkieselschwamm der griechischen Kiiste eine Purinbase C,H,N,, 
die wir jetzt als Spongopurin bezeichnen wollen. Herbipolin (7.9-Di- 
methyl-guaninium-betain)? war in dieser Species im Gegensatz zu einer 
Art der gleichen Gattung aus der Nordsee (Zoologische Station Kristine. 
berg, Schweden) nicht enthalten. Da eine Charakterisierung der Arten bei 
manchen Schwimmen nach Auskunft verschiedener Zoologen duBerst 
schwierig und oft widerspruchsvoll ist, méchten wir uns auf die Nennung 
der Gattung Geodia und der Herkunft beschrinken. 


Das Vorhandensein einer N-CH,-Gruppe und der vdllig negative 
Verlauf der van Slyke-Reaktion fiihrten anfinglich zu dem SchluB, da8 
es sich um ein am freien Aminostickstoff methyliertes Aminopurin han- 
deln miisse. Eine Veréffentlichung von Brookes und Lawley’, auf die 
wir freundlicherweise von R. K. Robins hingewiesen wurden, und die 
bei 1692 em-! liegende Bande der Verbindung im IR-Spektrum brachten 
uns auf den Gedanken, da hier ein 1- oder 3-Methyl-6-imino-dihydro- 
purin (1- oder 3-Methyl-adenin) vorliegen kénne. Diese Struktur lieBe sich 
auch mit der vollig negativen Reaktion nach van Slyke vereinbaren. 


Der Vergleich der beiden synthetischen Verbindungen*® mit Spongo- 
purin im Elektropherogramm bei px3,5 (Pyridin/Eisessig/Wasser 
1:9:90), 25 V/em, 3 Stdn., ergab zwar eine Ubereinstimmung aller Wan- 
derungsstrecken (16,7 em), jedoch verschiedene Fluoreszenzen. 1-Methyl- 
adenin und Spongopurin fluoreszierten dunkelviolett, wihrend die 3- 
Methylverbindung deutlich heller leuchtete. Der Schmelzpunkt des Spon- 
gopurin-pikrates (255—257°) stimmte mit dem des 1-Methyl-adenin- 
pikrates iiberein. 


Die IR-Spektren von 1-Methyl-adeninsulfat und dem Sulfat des 
Spongopurins bewiesen schlieBlich deren Identitit. 





1D. Ackermann, P. H. List u. H. G. MenBen, diese Z. 312, 210 [1958]. 
2 D. Ackermann u. P. H. List, diese Z. 308, 270 [1957]; 309, 286 [1957]; 
$18, 281 [1960]. 

3 P. Brookes u. P. D. Lawley, J. chem. Soc. [London] 1960, 539. 
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Studien iiber Beziehungen zwischen Rhodanbildung 
und kropfbildender Eigenschaft von Nahrungsmitteln, [V+ 


Uber den Zusammenhang zwischen der Rhodanogenitiit 
verschiedener pflanzlicher Nahrungsmittel und ihren 
hemmenden Einflu8B auf die Radiojodspeicherung 
durch die Meerschweinchenschilddriise 


Von 


Pavel Langer 


Aus dem Endokrinologischen Institut der Slowakischen Akademie der Wissenschaften in PreBburg, 
Tschechoslowakei (Direktor: Dr. Julian Podoba) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. November 1960) 


Aus unseren bisher veréffentlichten Versuchen geht hervor, da das 
Rhodanid von Pflanzenarten der Gattung Brassica? nach ihrer Ver- 
fiitterung an Tier und Mensch zu einem markanten Anstieg des Rho- 
danidspiegels im, Blutserum und Harn fiihrt*. Da die erwihnten Pflanzen 
gleichzeitig als Strumigene gelten, untersuchten wir den Zusammenhang 
zwischen Rhodanbildung und kropfbildender Eigenschaft dieser pflanz- 
lichen Nahrungsmittel. In vorliegender Mitteilung wird mittels kurz- 
dauernder Tierversuche ein direkter Zusammenhang festgestellt. 


Methoden 


Zu den Versuchen verwendeten wir insgesamt 124 Meerschweinchen 
(Mannchen), mit einem Gewicht von etwa 200 g. In den einzelnen Gruppen be- 
niitzten wir je 4—6, ausnahmsweise auch nur 2—3 Tiere. Die Kontrollgruppe be- 
kam jeweils Karotten (Daucus carota), welche einerseits frei von kropfbildenden 
und rhodanogenen Eigenschaften und andererseits das ganze Jahr hindurch ver- 
fiigbar sind; nur fiir Versuch VI fiitterten wir Runkelriiben (Beta vulgaris), welche 
nach Versuch III weder rhodanogen noch strumigen sind. 

Vor dem Versuch lieBen wir die Tiere 48 Stdn. hungern, wobei sie Wasser 
ad libitum erhielten. Die Tiere fraBen dann die einmalig dargebotene, relativ groBe 
Gemiise- bzw. Obstmenge, welche zur Beeinflussung ihrer Schilddriise notwendig 
war. AuBerdem schalteten wir durch das Hungern einen eventuellen EinfluB an- 
derer Nahrungsmittel (inklusive ihres Jodgehaltes) weitgehend aus. 

Die einmalige Dosis der verfiitterten Pflanzenart (es wurden im ganzen 18 Ge- 
miise- bzw. Obstsorten ausprobiert) blieb den Tieren 24 Stdn. vorgelegt. Danach 
injizierten wir intraperitoneal 0,5—3 uC tragerfreies 11J in 0,5 ml physiologischer 
Kochsalz-Lésung. Nach weiteren 4 Stdn. wurden die Tiere in Athernarkose durch 
die Abdominalaorta entblutet. Im so gewonnenen Blut bestimmten wir den Rho- 
danidgehalt nach Aldridge*®*. AuBerdem wurde in der entfernten und abge- 


1 TIT. Mitteil.: N. Michajlovskij u. P. Langer, diese Z. 317, 30 [1959]. 
2 T. Mitteil.: N. Michajlovskij u. P. Langer, diese Z. 312, 26 [1958]. 
3 TI. Mitteil.: P. Langer u. N. Michajlovskij, diese Z. 812, 31 [1958]. 
4 W.N. Aldridge, Analyst 69, 262 [1944]; 70, 474 [1945]. 
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wogenen Schilddriise die Radioaktivitat dieses Organs bestimmt. Zu diesem Zweck 
wurden die Driisen in 2 ml 30proz. Kalilauge hydrolysiert, wobei die Mischung 
8 Min. in kochendes Wasser getaucht und darin geschiittelt wurde. Die Radio- 
aktivitat aliquoter Hydrolysatmengen wurde mit Hilfe eines Szintillationszdhlers 
mit Bohrlochkristall der Fa. Friesecke & Hoépfner gemessen. 


Ergebnisse 

Unsere Ergebnisse zeigt die Tabelle. Aus ihr geht hervor, dab die 
Verfiitterung folgender Gemiisearten zu einer statistisch gesicherten 
Hemmung der Radiojodspeicherung durch die Meerschweinchenschild- 
driise fihrt: Kohlrabi (Brassica rupestris, var. gongyloides) in 3 Ver- 
suchen; WeiBkraut (Brassica oleracea, var. capitata) in 2 Versuchen; 
Blattkohi (Brassica oleracea, var. acephala); Blumenkohl (Brassica 
cretica); Radieschen (Raphanus sativus); sowie WeiBe Riibe (Brassica 
rapa). Es handelt sich um Arten, welche bekannterweise als stark kropf- 
bildend gelten®. Wenn wir die durchschnittliche Radiojodspeicherung 
der Kontrollgruppen mit 100% ansetzen, erscheint die Speicherung nach 
Verfiitterung der erwihnten ‘Arten als um mehr als 30% herabgesetzt. 


Andererseits fiihrte eine ganze Reihe untersuchter Gemiisesorten 
zu einer ahnlichen Radiojodspeicherung, wie sie bei den Kontrollgruppen 
die Karotten veranlaBten. Hierher gehért die Runkelriibe (Beta vulgaris), 
der Sellerie (Apium graveolens), die Rote Riibe (Beta vulgaris, subsp. 
cicla), die Petersilie (Petroselinum), der Salat (Lactuca sativa), die Gurke 
(Cucumis sativus), sowie der griine Paprika (Capsicum). Hier handelt es 
sich um Arten, welche auch in der Literatur als nicht kropfbildend 
gelten. Die Werte der Radiojodspeicherung wichen in diesen Fallen von 
denen der Kontrollgruppen um nicht mehr als + 20% ab. 

Endlich fiihrte eine dritte Gruppe gerade umgekehrt zu einer Er- 
hdhung der Radiojodspeicherung, welche durchschnittlich mehr als 30%, 
gerechnet von den Durchschnittswerten der Kontrollgruppen, betrug. 
Hierher gehért der Hafer (Avena L.), die Zwiebel (Alliwm cepa), die 
Kirsche (Cerasus) sowie die Erdbeere (Fragaria). Die Abweichung von 
den Werten der Kontrollgruppen war allerdings nur im Falle der Erd- 
beere statistisch gesichert. Mit einer Erklirung der gefundenen Er- 
héhungen wollen wir uns hier nicht befassen. Wir beschriinken uns auf 
die Feststellung, daB die erwaihnten Arten ebenfalls als nichtkropf- 
bildend aufzufassen sind — bis auf die Erdbeere, welche laut vereinzelter 
Beobachtungen beim Menschen zu einer verminderten Radiojodspeiche- 
rung fiihren kann®. 

Vergleicht man die ermittelten Jodspeicherungswerte mit den ent- 
sprechenden Rhodanidwerten (s. Tabelle), so findet man, da die 
Speicherung nach Verfiitterung gerade der Gemiisesorten gehemmt wird, 
welche zu einer Erhéhung des Serumrhodanidspiegels fiihren. In dieser 
Tatsache sehen wir nun einen weiteren der verschiedenen unmittelbaren 


5 M. A. Greer, Physiol. Rev. 30, 503 [1950]. 
6 M. A. Greer u. E. B. Astwood, Endocrin. 43, 105 [1948]. 
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Jusammenhinge zwischen Rhodanogenitit und kropfbildender Eigen- 
schaft dieser Nahrungsmittel. Andererseits ist es aber unmdéglich, engere 
Korrelationen zwischen der Héhe des Rhodanidspiegels im Blutserum 
einerseits und dem Hemmungsgrad andererseits festzustellen, und das 
weder bei den einzelnen Tieren, noch in Hinsicht auf die Gruppen. Das 
hingt aber augenscheinlich in erster Linie mit einer starken Schwankung 
der erhéhten Serumrhodanidwerte zusammen, welche wieder einerseits 
durch den verhiltnismafig langen Zeitabstand von der letzten Nahrungs- 
aufnahme (also die Menge des im Verdauungstrakt resorbierten Rho- 
danids und die Geschwindigkeit dieser Resorption), andererseits durch 
die Schnelligkeit der Rhodanidausscheidung durch den Harn® bedingt 
ist. Diese Einfliisse spielen bei Schwankungen des Rhodanidspiegels be- 
sonders kleiner Versuchstiere eine Rolle. Abgesehen davon ist aber anzu- 
nehmen, daf kein strikter Zusammenhang zwischen Rhodanogenitit 
und antithyreoidealer Wirkung sowohl in Hinsicht auf die verschiedenen 
(Gemiisesorten, als auch auf die einzelnen Individuen, besteht. Z. B. ent- 
hilt Blattkohl viel mehr Rhodanid als Kohlrabi, dabei war der Hem- 
mungsgrad der Jodspeicherung durch beide Arten praktisch gleich. 
SchlieBlich sei noch hinzugefiigt, daB auf Grund der erhaltenen 
Werte auch ein vorliufiger Vergleich der antithyreoidealen Aktivitiit der 
Friihlings- (Vers. VI und VII) und Herbstpflanzesorten (Vers. I, II 
und ITT) der Gattung Brassica méglich ist. Diese Aktivitit scheint bei 
den Friihlingssorten geringer zu sein, was gut mit Literaturangaben 











iibereinstimmt, die auf Grund von Arbeiten mit alteren Methoden ge- 
wonnen wurden®. Diese Frage kann allerdings bei weitem noch nicht als 
abgeschlossen betrachtet werden. 


Diskussion 


Bis jetzt sind kropfbildende Stoffe mittels analytischer Methoden in 
pflanzlichen Nahrungsmitteln nur in relativ geringen Mengen nach- 
gewiesen worden’®, Bemerkenswertere Mengen des antithyreoideal 
wirksamen Cheirolins fanden in jiingster Zeit Bachelard und Tri- 
kojus in Rapistrum rugosum}°. Noch im Jahre 1957 bezweifelte Greer® 
die Glaubwiirdigkeit aller alteren Arbeiten iiber die strumigene Aktivitit 
verschiedener Nahrungsmittel im Tierversuch; er vermutete, dal die 
erwihnten Effekte leicht durch ein Joddefizit hervorgerufen sein kénnten, 
welches bei den meisten dieser Arbeiten nicht auszuschlieBen war. 


Den durch unsere Versuche erwiesenen Zusammenhang zwischen 
Rhodanogenitit und kropfbildender Eigenschaft pflanzlicher Nahrungs- 
mittel betrachten wir auch als methodische Grundlage zur Auswertung 
der Einwirkungen strumigener Nahrungsstoffe auf gréBere Bevélke- 


7 M.R. Altamura, J.R. Long u. T. Hasselstrom, J. biol. Chemistry 
234, 1847 [1959]. 
8 M. Kreula u. M. Kiesvaara, Acta chem. scand. 13, 1375 [1959]. 
® M. A. Greer, Amer. J. clin. Nutrit. 5, 440 [1957]. 
10H. 8S. Bachelard u. V. M.Trikojus, Nature [London] 185, 80 [1960]. 
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rungseinheiten, im Sinne der Arbeiten Silinks™ sowie eigener Er. 
gebnisse??. 

Dabei sehen wir im Rhodanid, obzwar es, in gréBeren Mengen ver. 
abreicht, selbst kropfbildende Eigenschaften aufweist, hauptsichlich den 
Indikator der Anwesenheit und Wirkung anderer, stiirkerer Strumigene, 
Auf niihere Zusammenhinge in dieser Hinsicht weist eine Arbeit von 
Gmelin und Virtanen hin, aus welcher mégliche Beziehungen des 
Rhodanids zu erwiesenen Trigern strumigener Aktivitaét von Pflanzen 
der Gattung Brassica ersichtlich sind1*. Auf Grund dieser Arbeit diirften 
unsere Ansichten tiber die Gegenwart des praiformierten Rhodanids in 
Pflanzen einer Revision zu unterziehen sein*. Jedoch wollen wir auch in 
Zukunft die Bezeichnung exogenes Rhodanid beibehalten. 


Zusammenfassung 


Es wird eine Methode beschrieben, mittels welcher eine Hemmung 
der Radiojodspeicherung in der Schilddriise von Meerschweinchen schon 
nach einer einmaligen Verfiitterung pflanzlicher Nahrungsstoffe der 
Gattung Brassica in nativer Form nachgewiesen werden kann. Gleich- 
zeitig hat die Verfiitterung dieser Stoffe eine Erhéhung des Rhodanid. 
spiegels im Serum zur Folge. Bei einer zweiten Gruppe pflanzlicher 
Nahrungsmittel fehlt sowohl die Serumrhodaniderhéhung als auch die 
erwiihnte Schilddriisenwirkung. Ein quantitativer Zusammenhang 
zwischen Rhodanogenitit und Hemmung der Jodspeicherung war je- 
doch nicht feststellbar. 


Summary 


A method is described whereby an inhibition of radioactive iodine 
accumulation in the thyroid of guinea pigs can be shown after one meal 
of plant foodstuff of the genus Brassica. The same foodstuff also causes 
a concomitant rise in the level of serum thiocyanate. Neither of the 
above effects could be observed after feeding plant material of a 
different type. A quantitative relationship between the thiocyanate 
content of the plant material and the inhibition of iodine accumulation 
could not be demonstrated. 


Dr. Pavel Langer, Endokrinologisches Institut der Slovakischen Akademie 
der Wissenschaften, Bratislava, Ul. Obrancov mieru 1/a, T'schechoslowaket. 


11K. Silink u. L. Marsikova, Nature [London] 167, 528 [1951]. 
12 P. Langer, J.Sedlak, N. Michajlovskij, R.Stukovsky u. J. Po- 
doba, Arch. Scienze med. 105, 257 [1958]. 
13 R. Gmelin u. A. I. Virtanen, Acta chem. scand. 14, 507 [1960]. 
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Zum Tyrosinstoffwechsel der Insekten, [V4 


Das Phenoloxydase-System von Calliphora und seine 
Beeinflussung durch das Hormon Ecdyson 
Von 
Peter Karlson und Anton Schweiger* 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Dezember 1960) 


Die Pupariumbildung von Calliphora-Larven ist als Test fiir das 
Hormon Ecdyson herangezogen worden?. Die Wirkung des Hormons, 
die sich éiuBerlich als Braunfiirbung und Verhartung der Cuticula zu er- 
kennen gibt, besteht biochemisch gesehen in einer Einlagerung von Stoff- 
wechselprodukten des Tyrosins in die Cuticula. Wie in der III. Mit- 
teilung! ausfiihrlich gezeigt, ist diese Einlagerung vom Hormon ab- 
haingig, und es war zu vermuten, da die Phenoloxydase** als eines der 
wichtigsten Enzyme des Tyrosinstoffwechsels gleichfalls vom Hormon 
beeinflu8t wird. Wir haben deshalb den Zusammenhang zwischen dem 
Ecdyson und dem Phenoloxydase-System niher untersucht in der Hoff- 
nung, dadurch dem Wirkungsmechanismus des Ecdysons naherzu- 
kommen. 

Diese Erwartung hat sich bestiitigt. Wie die im folgenden beschrie- 
benen Versuche zeigen, kontrolliert das Hormon Ecdyson die Aktivitit 
des Phenoloxydase-Systems, indem es die Umwandlung eines inaktiven 
Proenzyms in die aktive Phenoloxydase férdert. Im Zusammenhang mit 
Befunden von Clever und Karlson? ergeben sich daraus neue Aspekte 
der biochemischen Wirkungsweise der Hormone. 


Methodik 


Die Calliphora-Larven stammten aus Massenzuchten unseres Institutes; sie 
wurden mit Muskelfleisch von Pferd und Rind gefiittert. Ihr Alter, nach Aus- 
schliipfen aus dem Ei, war auf einen Tag genau bekannt. Da jedoch die Entwicklung 
der Einzeltiere innerhalb einer Zucht betrachtlichen Schwankungen unterliegt, 


* Teil der Dissertat. von A. Schweiger, Miinchen 1960. 

** Wir ersetzen die in friiheren Mitteilungen gebrauchte Bezeichnung ,,Tyro- 
sinase“‘ durch ,,Phenoloxydase“‘, da eingehende Versuche gezeigt haben, da8 das 
in Calliphora-Larven vorliegende Enzym vor allem auf Diphenole wirkt. Tyrosin 
und andere Monophenole werden kaum angegriffen (Karlson u. Liebau, un- 
ver6ffentlicht). 

1 TIT. Mitteil.: P. Karlson, diese Z. 318, 194 [1960]. 

2 E. Becker u. E. Plagge, Biol. Zbl. 59, 326 [1939]; P. Karlson, Vitamins 
and Hormones 14, 227 [1956]. 
3 U. Clever u. P. Karlson, Exp. Cell Res. 20, 623 [1960]. 
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wurden die Versuchstiere des 3. Larvenstadiums mit der von Possompes? be. 
schriebenen Methode nach dem Zustand des Kropfes klassifiziert (vgl. Abb. 3). 

Die Ringdriise wurde nach Burtt® mit dem Thermokauter zerstort. 

Das in bidest. Wasser geliste Ecdyson wurde den Tieren mit einer Desaza - 
Mikroinjektionsspritze seitlich ins Abdomen injiziert. 

Zur Bestimmung der Phenoloxydase-Aktivitat wurde die enzyma- 
tische Umwandlung von 3.4-Dihydroxy-phenylalanin (Dopa) zu dem roten Farb. 
stoff Dopachrom photometrisch gemessen. Die von Horowitz und Fling® ver. 
wendete Form dieses Tests, der auf Markert? zuriickgeht, wurde etwas modifiziert. 

Der Testansatz besteht aus 4m/ 0,065m Phosphatpuffer, py 6,0, 1 ml 
0,lproz. waBr. Dopa-Lésung und 0,4 m/ Fermentextrakt. Nach genau 2 Min. wurde 
die Extinktionszunahme AZ bei einer Wellenlange von 480 mu (Cadmiumlampe) 
im Photometer Eppendorf gemessen. Die Kiivette (optisches Spezialglas, Schicht- 
lange 20 mm) steht wahrend der Messung in der Bohrung eines Warmemantels, 
der durch einen Umlaufthermostaten auf 28° gehalten wird. 

Die Menge eingesetzten Substrats und der im Testansatz geléste Sauerstoff 
sind ausreichend fiir die Aktivitét des Calliphora-Enzyms in den Routine-Tests, 

Als 1 Dopa-Einheit wird die Phenoloxydase-Aktivitat angegeben, die unter 
den beschriebenen Bedingungen eine Extinktionszunahme AH von 0,01 Photo- 
meter-Einheiten bewirkt. 

Zur Aufstellung einer Aktivierungskurve wurde folgendes Verfahren 
ausgearbeitet: Sauber gewaschene Tiere mit einem Frischgewicht von 300—400 mg 
(durchschnittlich 5—6 Tiere) werden mit genau der 40fachen Menge 0,065m 
Phosphatpuffer vom py 6,0 auf 1—2° gekiihlt. Nun wird 1 Min. im Potter-Elvehjem- 
Glashomogenisator homogenisiert. Dabei werden auch die zaihen Larvencuticeln 
fein zerrieben. Das Homogenat erwarmt sich auf 5—6°. Der Beginn des Homo- 
genisierens ist fiir die weitere Aufarbeitung und fiir den Verlauf der Aktivierung 
der Zeitpunkt null. 1 Min. nach Beendigung des Homogenisierens wird in der Ser- 
vall-Zentrifuge 5 Min. bei 15000 U./Min. (etwa 25000 x g) zentrifugiert. Sofortiges 
Zentrifugieren ist nétig, um mit der Debris-Fraktion eine stérende Inhibitor- 
Komponente abzuschleudern. Die Temperatur des Uberstandes ist etwa 5—6°. Er 
wird in Eiswasser gestellt, wo er sich auf 0° abkiihlt. Die ganze Aufarbeitung wird 
im Ka4ltelabor bei 0—3° durchgefiihrt. 

Sofort anschlieBend an die Aufarbeitung, 10—12 Min. nach dem Homo- 
genisieren, wird die Enzymaktivitat im Photometer bestimmt. Je nach Akti- 
vierungsgeschwindigkeit ist nach 5—10 Enzymbestimmungen eine maximale Fer- 
mentaktivitét, die Endaktivitat, erreicht und die MeBreihe damit beendet. Die 
Messungen werden normalerweise in 5-Min.-Abstainden durchgefiihrt. 

Tragt man die Werte der gefundenen Phenoloxydase-Aktivitaét mit den dazu- 
gehérigen Zeitwerten, beginnend im Zeitpunkt 0, in ein Koordinaten-System ein, 
so erhalt man die Aktivierungskurve des Extrakts, aus der die Endaktivitét Ar 
und die Halbaktivierungszeit t/, graphisch ermittelt werden. 

Biologische Schwankungsbreite: Extrakte von Tieren der gleichen 
Zucht und gleichen physiologischen Alters, die nach dieser Methode gewonnen 
worden waren, aktivierten etwa in gleicher Weise, d. h. die Abweichungen zwischen 
den einzelnen Aktivierungskurven waren gering. Fiir 6 verschiedene Ansatze von 
Tieren der Altersklasse 2 (vgl. Abb. 3) fanden wir z. B. 

Ag: M=20 Dopa-Einh.; o=1,7 d.i. 8% 
tj,: M = 16,0 Min.; c= 0/01, d.i.6% 


4 B. Possompes, Arch. Zool. exp. gener. 89, 204 [1953]. 

5 KE. F. Burtt, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B. 126, 210 [1938]. 

6 N. H. Horowitz u. M. Fling in W. McElroy u. B. Glass, Amino-Acid- 
Metabolism, 8. 207, The Johns Hopkins Press, Baltimore 1955. 

7 C. V. Markert, Genetics 35, 60 [1950]. 
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Ktwas groBere Streuungen von 10—20°%, waren an Extrakten der Tiere der 
Altersklasse 1 (Endaktivitaét) und weiBen Vorpuppen (Halbaktivierungszeit) in 


einigen Fallen zu beobachten. 
Von einer Zucht zur anderen traten betrachtliche Schwankungen der Halb- 


aktivierungszeit und Endaktivitat auf: 
Altersklasse 2; untersuchte Zuchten (n) = 12 
Ay: M=29 Dopa-Einh.; o= 8, d.i. 28% 
t/.: M = 17,0 Min.; 6 = 2,5, di i. 14.7%, 

Vergleichende Untersuchungen wurden deshalb innerhalb einer Zucht durch- 

gefiihrt. 
Ergebnisse 
1. Die Komponenten des Phenoloxydase-Systems 

Uber die Phenoloxydase der Insekten liegen mehrere Untersuchungen vor’. 
In unserem Zusammenhang interessieren vor allem die Arbeiten von Horowitz 
und Fling® und von Ohnishi® iiber die Tyrosinase von Drosophila (vgl. auch 
].c.1°). Die Autoren fanden, da8 frische Extrakte enzymatisch unwirksam sind. 
Sie enthalten eine Vorstufe des Ferments, die Prophenoloxydase, die erst unter der 
Wirkung eines aktivierenden Enzyms in die aktive Phenoloxydase iibergeht. Die 
Kinetik entspricht einem autokatalytischen ProzeB*. Danach sind drei Kompo- 
nenten des Phenoloxydase-Systems zu unterscheiden: Das Proenzym, der Akti- 
vator und die aktive Phenoloxydase. 

Wir haben gefunden, daB bei Calliphora-Larven ganz ihnliche Ver- 
hiltnisse vorliegen, wie sie Horowitz und Fling® fiir Drosophila- 
Imagines beschrieben haben. Die Aktivierunz des Proenzyms in Ex- 
trakten aus erwachsenen Larven verliuft etwas schneller und fiihrt zu 
héheren Aktivitiiten. Aus der Aktivierungskurve (Abb. 1) haben wir die 
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Abb. 1. Zeitlicher Verlauf der Aktivierung des Proenzyms im Extrakt aus Calli- 
phora-Larven (schematisch). 
Ay = Endaktivitét (Ma8 fiir das Proenzym);¢:;, = Halbaktivierungszeit (MaB fiir 
den Aktivator). Abszisse: Zeit nach dem Homogenisieren. 


Abb. 2. Abhangigkeit der Halbaktivierungszeit von der Konzentration der Extrakte. 





8 T. Mitteil.: P. Karlson u. H. Schmid, diese Z. 300, 35 [1955], dort weitere 


Literatur. 

® E. Ohnishi, Ann. Zool. Japan 27, 33 [1954]; J. Insect Physiol. 3, 219 
[1959]. 
10 J. Ziegler-Giinder u. L. Jaenicke, Z. Vererbungsl. 90, 53 [1959]. 
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Zeit bestimmt, die zur Erreichung der halben Endaktivitiét verstreicht, 
Sie ist umso kiirzer, je mehr Aktivator-Enzym vorhander ist; ihr Kehr. 
wert dient als MaB fiir die Aktivator-Konzentration. Die Menge des Pro. 
enzyms wird durch die erreichte Endaktivitat erfaBt. 


Der Verlauf der Aktivierung ist von mehreren Faktoren abhingig, 
Von besonderer Bedeutung ist die Konzentration des Extrakts. Konzen. 
trierte Homogenate aktivieren sich sehr rasch, verdiinntere langsam und 
unvollsténdig. Bei starker Verdiinnung (iiber 1 : 60; d. i. 16,5 mg Tiere, 
mg Puffer) wird die Umwandlung des Proferments vollstindig gehemmt 
(Abb. 2). 

Die Aktivierung weist ein pq-Optimum bei py 6,0 auf. Sie kann durch Tem. 


peraturerhéhung (bis etwa 30°) beschleunigt werden, wie dies von ahnlichen Re. 
aktionen bekannt ist. 


In frischen Gesamthomogenaten bewirkt ein strukturgebundener Inhibitor 
eine irreversible Hemmung des Proenzyms. Diese Reaktion tritt in Konkurrenz 
zur Aktivierung. Durch Abzentrifugieren der Zell- und Gewebstriimmer sofort nach 
dem Homogenisieren kann der Inhibitor entfernt und die Inaktivierung weit- 
gehend verhindert werden. 

Nach diesen Befunden muBten die Aktivierungskurven stets unter 
gleichen, genau standardisierten Bedingungen aufgenommen werden. 
Das von uns ausgearbeitete Verfahren liefert zuverlissige Vergleichs- 
werte tiber den Gehalt der Homogenate an den beiden Enzymaktivitaten, 
wie die geringen Schwankungen zwischen Parallelversuchen zeigen 
(s. Methoden). 


Versuche, die einzelnen Komponenten anzureichern und niaher zu 
charakterisieren, sind im Gange. 


2. Verinderungen der Prophenoloxydase 
und des Aktivatorenzyms im letzten Larvenstadium 


Die Entwicklung von Calliphora ist in Abb. 3 schematisch dargestellt. Sie 
volizieht sich iiber drei Larvenstadien zum Puparium, innerhalb dessen erst die 
eigentliche Puppenhautung stattfindet. Das dritte Larvenstadium ist das langste; 
es dauert vom 3.—8. Tag der Gesamtentwicklung. Vom 5. Tag ab zeigen sich auf- 
fallende Verhaltensinderungen (Verlassen des Futters). Es ist anzunehmen, da} 
bereits vor der Pupariumbildung merkliche Mengen Ecdyson ausgeschiittet werden, 
die fiir die Verhaltensinderung der Larven verantwortlich sind. 


Wiahrend des dritten Larvenstadiums sind auffillige Anderungen 
der beiden Enzymkonzentrationen — des Proenzyms wie des Akti- 
vators — zu verzeichnen (Abb. 4a und b). Homogenate von jiingeren 
Tieren, die sich noch in der FreB8periode befinden, aktivieren sehr lang- 
sam und ergeben nur geringe Endaktivitiit. Bei beginnender Leerung 
des Kropfes ist die Aktivitaét schon merklich héher, sie erreicht ihr 
Maximum im Stadium der weifen Vorpuppen. Nach der Pupariun- 
bildung fallt sie rasch ab. Die Konzentration an Aktivator-Enzym er- 
reicht das Maximum schon friiher, zur Zeit der weifen Vorpuppe ist 
die Aktivitat bereits etwas gesunken. 
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Abb. 3. Entwicklungsstadien und Altersklassen der Calliphora-Larven. 
Gestrichelte Kurve: Vermuteter Ecdyson-Spiegel. 
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Abb. 4. Veranderungen a) der Prophenoloxydase-Konzentration (= Endaktivi- 

tit dy in Dopa-Einh.) und b) der Aktivator-Konzentration (= reziproke Halb- 

aktivierungszeit 1/t/, in Min.~! bei Calliphora-Larven wahrend des IIT.Stadiums. 
Abszisse: Zeit nach Ablaufen der Tiere vom Futter. 
























































Die absolute Héhe der erreichten Endaktivitaét (= Konzentration des Pro- 
enzyms) wies von Zucht zu Zucht gewisse Unterschiede auf, obwohl der Verlauf 
stets ahnlich war. Von den Faktoren, die fiir diese Unterschiede verantwortlich sind, 
haben wir den EinfluB der Temperatur systematisch studiert. Larven des friihen 
III. Stadiums aus einer Zucht wurden in zwei Gruppen bei 15° und 30° gehalten. Im 
Stadium der weiBen Vorpuppen wurde in diesem Versuch bei den 15°-Tieren ein 
Endwert von 19 Einheiten, bei den 30°-Tieren ein solcher von 37 Einheiten ge- 
messen. Erhéhte Temperatur fiihrt also zu stairkeren Aktivitaten des Phenoloxy- 
dase-Systems. 

Die Kurven der Abb. 4a und 4b zeigen eine auffallende Parallelitat 
mit der vermuteten Ecdyson-Konzentration. Unsere friiheren Unter- 
suchungen" jiber die Wirkung von Ecdyson-Konzentraten auf Calliphora- 
Maden friihen III. Stadiums lassen sich zwanglos in dem Sinne deuten, 
da sich langsam ein steigender Ecdysonspiegel aufbaut, der etwa 


11 P. Ka rlson u. G. Hanser, Z. Naturforsch. 8 b, 93 [1953]. 
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8—14 Stdn. vor der Puparienbildung die fiir die endgiiltige Determi- 
nation nétige Hohe erreicht?. 

Ahnliche Verhialtnisse wurden beim Gabelschwanz (Cerura vinula) 
gefunden?*. Es lag daher nahe, einen EinfluB des Ecdysons auf das Phe. 
noloxydase-System anzunehmen in dem Sinne, daB das Ecdyson die 
Bildung einer Komponente férdert. Es gelang uns allerdings nicht, durch 
Zusatz von Ecdyson zu Homogenaten die Aktivierungskurve zu beein- 
flussen. Unsere Annahme konnte jedoch durch die folgenden Versuche 
bewiesen werden. 


3. Versuche zur Ausschaltung der Ringdriise 

Aus den Versuchen von Burtt®, Karlson und Hanser" und Possompes! 
geht hervor, daB die Ringdriise der Produktionsort des Ecdysons ist. Eine Aus. 
schaltung der Driise ist durch drei verschiedene Eingriffe méglich: 1. durch Schnii- 
rung, 2. durch Exstirpation und 3. durch thermische Koagulation. Die erste Methode, 
im routinemaBigen Calliphora-Test seit vielen Jahren verwendet, fiihrte nicht zum 
Ziel, da die geschniirten Tiere nur 3—4 Tage iiberleben. Die Exstirpation gelang, 
war aber technisch zu schwierig, um gréBere Versuchsserien zu studieren. Dagegen 
erwies sich die von Burtt angegebene Methode, die Zerstérung der Ringdriise mit 
dem Thermokauter, als geeignet. Der Erfolg des Eingriffs ist daran zu erkennen, 
daB sich die Tiere nicht mehr verpuppen. 

Die Dauerlarven, die durch Ausschaltung der Ringdriise erhalten 
werden, zeigen in den ersten 8—10 Tagen kaum Verianderungen in der 
Aktivatorkonzentration. Spiter sinkt die reziproke Halbaktivierungs- 
zeit stark ab und fallt in wenigen Tagen auf unmeBbar kleine Werte 
(Abb. 5). Die Extrakte aktivieren sich iiberhaupt nicht mehr. Offenbar 
ist das Aktivator-Enzym zu dieser Zeit verschwunden (wir nehmen an, 
daB es abgebaut worden ist), und damit kommt das Phenoloxydase- 
System vollig zum Erliegen. 
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Abb. 5. Veranderungen der Aktivator-Konzentration nach Ausschaitung der Ring- 

driise. Abszisse: Zeit nach Ausschaltung der Ringdriise in Tagen; Ordinate: rezi- 

proke Halbaktivierungszeit in Min.~!. O: Tiere in Altersklasse 1 kauterisiert, 

bei 20° gehalten; @: Tiere in Altersklasse 2—3 kauterisiert, bei 20° gehalten; 
0: Tiere in Altersklasse 2—3 kauterisiert, bei 30° gehalten. 





2 P. Karlson u. D. Biickmann, Naturwissenschaften 48, 44 [1956]; 
D. Biiekmann, Biol. Zbl. 72, 276 [1953]. 
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Der Zeitpunkt, zu dem diese Verainderung eintritt, ist abhingig vom 
Larvenalter zur Zeit der Kauterisierung und von der Zuchttemperatur. 

Die Proenzymkonzentration zeigt einen aihnlichen Verlauf (Abb. 6), 
allerdings nimmt sie nach dem Eingriff zunachst meist noch betrachtlich 
zu (bei einzelnen Zuchten bis zu 100%). Das Absinken um den 10. bis 
14. Tag ist jedoch scheinbar, da durch die geringe Menge Aktivator- 
Enzym das vorhandene Proenzym nicht mehr in aktive Phenoloxydase 
verwandelt wird und so der Messung entgeht. Setzt man den Homo- 
genaten katalytische Mengen eines bereits aktivierten ,,Normalextrakts*‘ 
zu, so tritt durch das darin enthaltene Aktivator-Enzym rasche Akti- 
vierung ein. Die Endaktivitiiten, die unter diesen Versuchsbedingungen 
gefunden werden und die wir als richtiges Mab fiir die Proenzym-Kon- 
zentration ansehen, sind in der gestrichelten Kurve von Abb. 6 einge- 
zeichnet. 
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Abb. 6. Verainderungen der Prophenoloxydase-Konzentration nach Ausschaltung 

der Ringdriise. Abszisse: Zeit nach Ausschaltung der Ringdriise; Ordinate: End- 

aktivitét in Dopa-Einh. O: durch endogenen Aktivator erreichte Endaktivitat; 
@: durch zugesetzten Aktivator erreichte Endaktivitat. 


Die Bedingungen in den kauterisierten Tieren diirften hochver- 
diinnten Extrakten entsprechen. Auch bei diesen ist, wie oben angefiihrt, 
die Aktivierung gehemmt. Unter den Normalbedingungen unserer En- 
zymbestimmung tritt eine solche Hemmung nicht auf. Die Aktivierung 
durch Normalextrakt beweist gleichzeitig, daB die verlingerte Halbakti- 
vierungszeit nicht auf einer Hemmung des Aktivierungsvorganges, 
sondern tatsichlich auf dem Fehlen an Aktivator-Enzym beruht. 

Es ist anzunehmen, daB nach Ausschaltung der Ringdriise bereits 
vorhandenes Ecdyson langsam inaktiviert und eliminiert wird. Man kann 
nun einen Zusammenhang zwischen dem absinkenden Hormonspiegel 
und der — wahrscheinlich nachhinkenden — Abnahme des Aktivator- 
Enzyms vermuten; das wire ein Hinweis darauf, daB das Aktivator- 
Enzym diejenige Komponente des Phenoloxydase-Systems ist, die vom 
Eedyson beeinflu&8t wird. Dies konnte durch Injektion bewiesen werden. 


4. Injektion von Eedyson in Dauerlarven 


Fiir die Injektionsversuche wurde eine Gruppe von Dauerlarven gewahlt, 
bei denen die Aktivator-Konzentration bereits auf sehr niedrige Werte gesunken 
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war, d. h. etwa am 15. Tag nach Kauterisieren. Es wurden 5—10 Calliphora-Fin- ein A 
heiten Ecdyson, gelést in 5 bzw. 10 ul dest. Wasser injiziert. In den meisten Serien A—I 
wurde ein hochaktives Konzentrat verwendet, in einem Falle auch kristallisiertes Aktiv 
Ecdyson. Die Injektion wurde von den Dauerlarven schlecht vertragen, etwa 30°, ek. 
der Tiere starben innerhalb 24 Stdn., nur 50°, iiberlebten 3 Tage. Puparienbildung sich a 
trat mit diesen Dosen nicht ein. Absel 
cl ve . 2 Aktiv 
Der Effekt der Injektion auf die Aktivierungs-Kurve ist in Abb. 7 schlie 
dargestellt. Vor der Injektion entnommene Kontrollen dieser Serie | 
zeigten eine ganz geringe Aktivierung der Extrakte mit einer Halb- 

-: . . * ~ © og ~_ ¢ 
aktivierungszeit von etwa 40 Min. und einer Endaktivitit von 7 Dopa- os 1 
Einheiten. 2 Tage nach der Hormoninjektion ist die Aktivierungskurve - = 
wieder normal mit einer Halbaktivierungszeit von etwa 20 Min. und der an 
vollen Endaktivitit von 60 Dopa-Einheiten. 
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ausschaltung und der Ecdyson-Injektion. Abszisse: Zeit nach Ausschaltung der haupts 
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jektion; O: nach Wasser-Injektion (Kontrolle). 
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ein Anstieg der reziproken Halbaktivierungszeit hervorgerufen, der nach 
2436 Stdn. deutlich ausgeprigt ist. Er ist offenbar auf neu auftretendes 
Aktivator-Enzym zuriickzufiihren. Die gemessene Endaktivitat verhilt 
sich analog, auch hier wird der alte Wert wieder erreicht; nach dem im 
Abschnitt 3 wiedergegebenen Verhalten der Extrakte unter Zusatz von 
Aktivator ist daraus jedoch nicht auf eine Bildung von Proenzym zu 
schlieBen. 


Kontrollgruppen, denen bidest. Wasser injiziert wurde, zeigen nur 
eine geringfiigige Reaktivierung des Phenoloxydase-Systems, die wohl 
auf die Verletzung bei der Injektion zuriickgeht; es ist bekannt, daB Ver- 
letzung zu gesteigerten Enzymaktivititen fiihren kann. 


Diskussion 


Die Mitwirkung des Phenoloxydase-Systems an der Sklerotisierung 
der Cuticula wird von allen Autoren postuliert. Der in der III. Mitteilung+ 
beschriebene Einbau radioaktiven Tyrosins kann als weitere Stiitze dafiir 
angesehen werden. Die hier geschilderten Resultate beweisen, dal das 
Phenoloxydase-System vom Ecdyson beeinfluBt wird und zumindest 
einen Angriffspunkt des Hormons darstellt. Es handelt sich um ein 
kompliziertes Enzymsystem, bei welchem durch ein Aktivator-Enzym 
die Prophenoloxydase in die aktive Phenoloxydase umgewandelt wird. 
Das Hormon beeinfluBt die Konzentration an Aktivator-Enzym und 
greift damit in ein vorgebildetes System an der Stelle ein, die in der 
Reihenfolge der Prozesse zuoberst steht, wie folgendes Schema zeigt: 








Eedyson ~- Aktivator-Enzym 
Prophenoloxydase -—’—~ aktive 
Phenoloxydase 
Phenole ——*—-- Chinone 


>—— ,,Sklerotin‘‘ 
Cuticula-Protein ” 


Die weiteren Schritte, die vom Aktivator-Enzym durch die Re- 
aktion mit den anderen Komponenten schlieBlich zur Puparienbildung 
(Sklerotisierung der Cuticula) fiihren, sind teils durch die geschilderten 
enzymatischen Versuche, teils durch den Einbau von Isotopen im Prin- 
zip belegt. Allerdings bleibt im einzelnen noch vieles zu kliren; Versuche 
dazu sind im Gange. 


Fiir die nachgewiesene Bereitstellung von Aktivator-Enzym sind 
hauptsichlich 3 Mechanismen zu diskutieren : 


8-H. A.Schneiderman u. C. M. Williams, Biol. Bull. 105, 320 [1953]. 
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1. Das Aktivator-Enzym kénnte zunichst in einem Kompartiment 
der Zelle lokalisiert sein. Erst durch das Hinzutreten des Ecdysons 
gelangt es in Kontakt mit der Prophenoloxydase. 

Fiir eine solche Hypothese liegen einstweilen keine Hinweise vor, 
Ks ist fraglich, ob im zentrifugierten Homogenat — in diesem wurden ja 
die Messungen durchgefiihrt — noch mit Permeabilitaétsschranken zy 
rechnen ist, die durch Ecdyson beeinfluBt werden kénnten. 

2. Das Ecdyson férdert die reversible Dissoziation eines Aktivator. 
Inhibitor-Komplexes. Durch die Abspaltung des Inhibitors wird das 
Aktivator-Enzym wirksam. 

Hierfiir kénnte man anfiihren, daf in den Homogenaten ein In. 
hibitor der Prophenoloxydase nachweisbar ist. Es gibt aber verschiedene 
Gegenargumente. Erstens wiire zu fordern, da der Inhibitor in stéchio. 
metrischer Weise an den Aktivator gebunden und nicht im Uberschul 
vorhanden ist, denn die Extrakte kauterisierter Tiere, die selbst keinen 
Aktivator mehr enthalten, aktivieren sich auf Zusatz von Aktivator; sie 
k6énnen also auch keinen Inhibitor enthalten. AuBerdem scheint die Zeit 
von 24—36 Stdn., die fiir die Ecdysonwirkung benétigt wird, zu lang; 
eine solche Dissoziation miiBte rasch verlaufen. SchlieBlich fiihrt ein 
Zusatz von Ecdyson zu den Homogenaten nicht zum Auftreten von 
Aktivator-Enzym, was gleichfalls gegen einen so einfachen Mechanismus 
spricht. 

3. Das Aktivator-Enzym wird unter dem EinfluB des Ecdysons neu 
gebildet. 

Eine Proteinsynthese aus Aminosiiuren kénnte in den 24—36 Stdn. 
ablaufen. Sie miiBte sich unter Mitwirkung der Nucleinsauren vollziehen. 
Tatsichlich konnten Clever und Karlson® kiirzlich einen direkten 
Effekt des Eedysons auf das genetische Material nachweisen: Bei der 
Miicke Chironomus wird durch das Ecdyson der Genlocus 1 R 18 akti- 
viert, er zeigt das ,,puffing“‘-Phinomen. Der Effekt ist schon nach einer 
Stunde zu erkennen, ist also sehr wahrscheinlich die erste Hormon- 
wirkung tiberhaupt. Ubertragt man diesen an Chironomus erhobenen 
Befund auf Calliphora, so wire anzunehmen, dai unter der Wirkung des 
Ecdysons bestimmte Gene aktiviert werden und ihre spezifische Ribo- 
nucleinsiure bilden. (Ribonucleinsiure-Synthese ist in ,,puffing“‘-Zonen 
nachgewiesen worden.) Diese Ribonucleinsiiuren wiirden dann im Cyto- 
plasma fiir die Bildung des Aktivator-Enzyms als Matrize oder ,,Co- 
enzym“ wirken. 

Wir halten es fiir wahrscheinlich, daB der hier diskutierte Mecha. 
nismus der Hormonwirkung iiber den Spezialfall des Ecdysons hinaus 
allgemeine Bedeutung besitzt, jedenfalls fiir diejenigen Hormone, die 
Entwicklungsvorginge beeinflussen. Der Plan der Entwicklung ist in 
vielen Fallen genetisch festgelegt. Die Auslésung der Entwicklung be- 
deutet somit das Abrufen der genetischen Information, und es erscheint 
daher plausibel, daB diese Hormone direkt an den Genen angreifen uni 
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sie zur Bildung der spezifischen Genprodukte (nach heutiger Auffassung 
Ribonucleinsiiuren) veranlassen. Eine ausfiihrliche Diskussion dieser 
Hypothese geben wir an anderer Stelle; es sei nur erwahnt, daB analoge 
Beobachtyngen kiirzlich fiir die Amphibienmetamorphose!® und fiir die 
Ostradiolwirkung am Uterus?* mitgeteilt wurden. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Unter- 
stiitzung unserer Arbeit. 


Zusammenfassung 


1. In Calliphora-Larven liegt die Phenoloxydase als inaktives Pro- 
enzym vor, das durch die Wirkung eines Aktivator-Enzyms in die aktive 
Phenoloxydase umgewandelt wird. Die Verhiltnisse entsprechen denen 
bei Drosophila-Imagines®. 

2. Beide Komponenten des Systems sind in jungen Larven nur in 
geringer Konzentration nachweisbar. Im Verlauf der Entwicklung steigt 
die Enzymaktivitit an und erreicht kurz vor der Pupariumbildung ihr 
Maximum. 

3. Bei Dauerlarven, die durch Ausschaltung der Ringdriise erhalten 
werden, bleibt die Aktivator-Konzentration zunachst konstant und fallt 
schlieBlich stark ab; das 1a8t auf einen Zusammenhang mit dem in der 
Ringdriise produzierten Hormon Ecdyson schlieBen. 

4. Wird den Dauerlarven nach Absinken der Aktivator-Konzen- 
tration Ecdyson injiziert, so steigt die Aktivator-Konzentration inner- 
halb von zwei Tagen wieder auf den urspriinglichen Wert an. 

5. Fiir das Auftreten von Aktivator-Enzym nach Ecdyson-Injektion 
wird im Zusammenhang mit Befunden von Clever und Karlson? iiber 
die Aktivierung bestimmter Gene durch Ecdyson die Neubildung von 
Enzymprotein unter Mitwirkung der Gene und der Ribosomen als wahr- 
scheinlicher Weg angenommen. Es ist zu vermuten, da dieser Mechanis- 
mus der Hormonwirkung auch bei Wirbeltierhormonen von Bedeutung 
ist. 


Summary 


1. The phenol oxidase in Calliphora larvae is present as an inactive 
proenzyme, which is converted to an active form by an activator-enzyme. 
This is an analogous situation to that found in Drosophila®. 

2. In young larvae, both components of the system are found only 
in low concentrations. During development, the enzymic activity in- 
creases and reaches its maximum shortly before formation of the pu- 
parium. 





MP, Karlson, Dtsch. med. Wschr. (im Druck). 

15 F, J. Finamore u. E. Frieden, J. biol. Chemistry 235, 1751 [1960]. 

16 G.C. Mueller, A.M. Herranen u. K.F.Jerrell, Recent Progr. Hor- 
mone Res. 14, 95 [1958]. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f, physiol. Chemie, 323 14 
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3. In permanent larvae, produced by destruction of the ring gland 
(homologous to prothoracic gland), the activator concentration remained 
constant at first and finally decreased sharply; this indicates an inter. 
relationship with the ring gland, which produces ecdysone. 

4. If permanent larvae are injected with ecdysone after the decrease 
in activator concentration, this then returns to its normal level within 
two days. 

5. In connection with work by Clever and Karlson, on the 
activation of certain genes by ecdysone, the synthesis of activator. 
enzyme after ecdysone injection probably involves gene-controlled de 
novo synthesis of enzyme protein by the ribosomes. This hormonal action 
mechanism is presumably also important for vertebrate hormones. 































Professor Dr. Peter Karlson, Physiologisch-Chemisches Institut der Uni- 
versitat Miinchen, Miinchen 15, Goethestr. 33. 
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Cytostatische Effekte organischer Persauerstoff- 
Verbindungen gegeniiber Ascites-Krebszellen * 
Von 
Giinther Weitzel, Eckhart Buddecke und Friedhelm Schneider 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Dezember 1960) 


Durch Vergleich der Inhibitorwirkungen von Zink, Persauerstoff 
und Alkylierungsmitteln konnten wir an einzelnen Fermenten!: 2 
und an Hefezellen® zeigen, daB die Hemmeffekte von Zinkverbindungen 
denen der beiden anderen Inhibitorgruppen gleichkommen. Dagegen 
fanden wir4 in Versuchen an Asciteszellen des Ehrlich’schen 
Miusecarcinoms, daB Zinkverbindungen die Atmung und Glykolyse 
dieser Zellen nicht in so hohem MaBe hemmen, wie z. B. einige der zum 
Vergleich gepriiften organischen Persauerstoffverbindungen. 
Bei dieser Inhibitorgruppe sind die méglichen Strukturvariationen so 
zahlreich, daB alle gewiinschten Wirkungsabstufungen zu erzielen sind. 
Inzwischen teilten wir®:*® mit, daB bestimmte organische Peroxyde das 
Wachstum des Miuse-Ascites-Carcinoms auch im Tierexperiment voll- 
stiindig unterdriicken. (Ausfiihrliche Beschreibung: siehe die folgende 
Arbeit in dieser Z.) 


Wir berichten nachstehend iiber die Hemmeffekte, die wir mit 
Peroxohydraten und mit organischen Peroxyden an Ascites- 
zellen beobachteten, und iiber die dabei feststellbaren Schidigungen in 
der Glykolysekette. Wie in der vorangehenden Arbeit (Zink-Hem- 
mungen an Asciteszellen*) handelt es sich um manometrische Ver- 
suche mit der Warburg-Technik an intakten Asciteszellen sowie um 
Bestimmungen von Fermentaktivititen, DPN® und Substrat- 


* Es werden folgende Abkiirzungen benutzt: EDTA — Athylendiamintetra- 
acetat; Aldolase = Fructose-diphosphataldolase; DPN® = Diphosphopyridin- 
nucleotid; FDP = Fructose-1.6-diphosphat; GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phos- 
phat-Dehydrogenase (Triosephosphat-Dehydrogenase); MDH = Milchsaure-De- 
hydrogenase. 

1 G. Weitzel u. W. Schaeg, diese Z. 316, 250 [1959]. 

2 G. Weitzel, H. Konig, G. Benwitz u. P. Wahl, diese Z. 316, 267 [1959]. 

3 G. Weitzel u. E. Buddecke, diese Z. 317, 150 [1959]. 

4G. Weitzel u. E. Buddecke, diese Z. 328, 14 [1961]. 

5 G. Weitzel, E. Buddecke u. F.Schneider, vorgetragen (G. W.) am 
10. Okt. 1960 auf der Tagung fiir Physiologische Chemie in Ziirich. 
6 G. Weitzel, E. Buddeckeun. F. Schneider, Angew. Chem. 72,920 [1960]. 
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konzentrationen. Soweit die von uns gepriiften Persauerstoff- Ver. 
bindungen bisher nicht bekannt waren, beschreiben wir in der vor. 
































liegenden Arbeit ihre Darstellung ; zugleich geben wir fiir einige bekannte J schrie 
Substanzen verbesserte Synthesevorschriften. Daneben priiften wir die F °° 
eingesetzten Persauerstoff-Verbindungen in vitro auf ihre enzymatische 
Angreifbarkeit durch Katalase. ; 
therm 
Methodik . 
bewal 
a) Asciteszellen und Manometrie wovol 
Die Gewinnung der Mause-Asciteszellen des Ehrlich-Ascites-Carcinoms er. 
folgte, wie 1. c.4 beschrieben. Fiir die manometrischen Ansatze wurden zwei ver. 
schiedene Inkubationsmedien benutzt: 1. Krebs-Ringer-Phosphat-Lésung fiir I 
Atmungsmessung, Krebs-Ringer-Hydrogencarbonat-Lésung fiir anaerobe Gly- 
kolyse, und 2. die gleichen Pufferlésungen mit Zusatz von 50% Humanserum. 
(Serumkonserve, Behring-Werke, Marburg). Einzelheiten zur Manometrie s. 1. ¢.4. ; 
Zah] der Asciteszellen im Ansatz: 3—3,5 - 107 Zellen in 2,1 ¢m* (Manometrie) bzw. 30pro: 
2,0 cm* (Ferment- und Substratbestimmungen). rs : : 
Mittelwert, Streuung und Signifikanz der angegebenen Hemmwerte fiir pi 
Atmung und anaerobe Glykolyse ergeben sich aus der Standardabweichung (s), die 
aus Doppelbestimmungen von 100 Kontrollansatzen ermittelt wurde. 
Bezogen auf je 1 - 10® Zellen waren Qo, 1,88 (s = £0,134) und Qu 13,45 , 
(s = -+-0,633). Unter Zugrundelegung einer Sicherheitsgrenze von 3 s sind demnach 40 
Abweichungen vom Kontrollwert um mehr als 21,3°/, fiir die Atmung und mehr als pe 
14,1°,, fiir die anaerobe Glykolyse statistisch gesichert. 
b) Fermentmessungen und Substratbestimmungen 1 
Fermentaktivitaten: Herstellung eines Aceton-Trockenpulvers aus der yl 
Ascites-Zellsuspension wie beschrieben*. Die angegebenen Aktivitatseinheiten be- = a 
ziehen sich auf 1 mg Aceton-Trockenpulver. poem : 
DPN®- und Substratbestimmungen: Aufschlu8 der Zellsuspension mit . 
10proz. Perchlorséure, jedoch ohne Zusatz von festem EDTA vor Neutralisation 
mit KOH, im iibrigen wie beschrieben*: ‘. ‘ 
c) Peroxohydrate und Peroxyde im Katalasetest oe 
Katalasestammlésung: 0,025 ml Katalase-Kristallsuspension (Boeh- stehen 
ringer) mit m/45 Phosphatpuffer (py 7,6) auf 100 m/ auffiillen. wasche 
Substrate: 1,25—2,5-10-4 Mol in 20 bzw. 25 ml Phosphatpuffer lésen 
(pu 7,0). 
Fermentansatz: Die in 20 bzw. 25 m/l Phosphatpuffer gelésten Substrate 
wurden mit 0,05 (0,1) ml Katalasestammlésung bei Zimmertemperatur inkubiert. 
Nach 10, 30 und 60 Min. wurden je 2,0 m/ des Ansatzes entnommen und der Ge- l 
halt an aktivem Sauerstoff wurde durch jodometrische Titration ermittelt: A 
a) Perhydrate: b) Peroxyde: va 
2,0 ml Fermentansatz 2,0 ml Fermentansatz — 
15,0 m/l 0,2n KJ-Lésung 5,0 ml Eisessig 7 
15,0 ml 2n H,SO, 1,0 ml gesétt. KJ-Lésung Verlag 
3—4 Tropfen In (NH,),.MoO, 5 Min. erwarmen 8 
1,0 ml Starkelésung (0,5% 1 ml Starkelésung (0,5%) 9 
a) und b): Titration mit 0,02n Na,S,O,-Lésung. 44, 403 
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Substanzen 


Persauerstoff-Analysen: Jodometrische Titration, wie vorstehend be- 
schricben, in Eisessig oder 2n H,SO, (Anstelle des Fermentansatzes tritt die ein- 
gewogene Persauerstoff-Verbindung). 


Stickstoff-Analysen nach Dumas. 


Molekulargewichtsbestimmungen nach der osmotischen Methode (iso- 
therme Destillation) von G. Barger’ gegen Azobenzol. Lésungsmittel: Athanol. 


Die nachstehend beschriebenen Persauerstoff-Verbindungen sind bei Auf- 
bewahrung im Kiihlschrank bei 0° mehrere Wochen stabil (Ausnahme s. u. 5 I a), 
wovon wir uns durch laufende Persauerstoff-Analysen iiberzeugten. 


Organische Peroxohydrate 


L-Histidin-peroxohydrat: Darstellung nach 1. c.8. 
C,H,N,O, - H,O, (189,2) Ber. akt.O 8,45 N 22,21 
Gef. akt.O 8,41 N 22,13 


Trigonellin-peroxohydrat (1:2): Man lést 1 g Trigonellin in 5 cm? 
30proz. H,Og, laBt tiber Nacht bei —10° stehen und engt im Exsikkator bei Zimmer- 
temperatur ein, bis sich Kristalle abscheiden. Diese werden abgesaugt und mit 
wenig Aceton gewaschen. 

C,H,NO, - 2 H,O, (205,2) Ber. akt.O 15,59 
Gef. akt.O 16,21 


Trigonellin-peroxohydrat (1:1): Man lést 1g Trigonellin in 1 cm? 
30proz. H,O,. Darstellung wie vorstehend. 
C,H,NO, - H,0, (171,2) Ber. akt. O 9,35 
Gef. akt.O 9,20 


1.2-Bis-[pyridyl-(4)]-glykol-peroxohydrat (pL-Form): 0,5 g Sub- 
stanz (Raschig, Ludwigshafen) lést man in etwa 10 cm’ 30proz. H,O, unter vor- 
sichtigem Erwarmen. Die klare Lésung bewahrt man 1 bis 2 Tage bei —10° auf, bis 
ein kristalliner Niederschlag entstanden ist. Absaugen, Waschen der Kristalle mit 
Aceton. : 
C,.H,.N,0, - H,O, (250,2) Ber. akt.O 6,35 
Gef. akt.O 6,57 


1.2- Bis-[pyridyl-(4)]-glykol-peroxohydrat (meso-Form): 0,5 g Sub- 
stanz (Raschig, Ludwigshafen) werden in 20 bis 25 cm* 30proz. H,O, unter Er- 
warmen bis auf 80 bis 90° gelést. Man filtriert heiB und laBt iiber Nacht bei —10° 
stehen. Die entstandenen Kristalle werden abgesaugt und mit wenig Aceton ge- 
waschen. 

C,,H,.N,0, - H,O, (250,2) Ber. akt.O 6,35 N 11,20 
Gef. akt.O 6,43 N 11,33 


Organische Peroxyde 


1. Peroxo-carbonsauren 

Als Beispiel der von uns nach 1. c.® dargestellten Peroxocarbonsiuren von C, 
bis C,, geben wir die Vorschrift fiir Capronpersaure: 23,2 g (0,02 Mol) n-Cap- 
ronsaure lést man in 46,4 g konz. Schwefelsiure und 1é8t 40 em* 30proz. HO, 


7 Siehe Pregl-Roth, Quantitative organ. Mikroanalyse, 8.336, Springer- 
Verlag, Wien 1958. 

8 W. Dirscherl u. K. Mosebach, Naturwissenschaften 41, 552 [1954]. 

® W.E. Parker, C. Ricciuti, C. L. Ogg u. D. Swern, J. Amer. chem. Soc. 
17, 4037 [1955]. 
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innerhalb 20 Min. zutropfen. Dabei wird die Temperatur der Mischung stets bei 
—10° gehalten. Die gebildete Capronpersaure wird in Petrolather aufgenommen und 
daraus durch Ausfrieren bei —30° gewonnen. Die Praparate besitzen einen Per. 
sauerstoffgehalt von 93 bis 98% d. Th. 


2. Diacyl-peroxyde 
Dibenzoyl-peroxyd: Praparat von Riedel-deHaen. Das angefeuclitete 
Pulver besaB nach Trocknen den Schmp. 104—105° und wurde in dieser Form ver. 
wendet. 
Saures Disuccinperoxyd: Darstellung nach I. c.1° aus Bernsteinsaure. 
anhydrid und Wasserstoffperoxyd. Schmp. 115—120°. 
C,H,,0, (234,2) Ber. akt.O 6,8 
Gef. akt.O 6,8 


Saures Diglutarperoxyd: Darstellung nach |. c.1° aus Glutarsaure. 
anhydrid und Wasserstoffperoxyd. Schmp. 105—108°. 


C,9H,40, (262,3) ey akt. O 6,1 
Gef. akt.O 5,9 


Saures Succin-benzoyl-peroxyd: 150cm* Chloroform, die etwa 7g 
Benzopersaure enthalten, werden bei Zimmertemperatur mit 5,5 g Bernstein. 
siture-anhydrid versetzt und geschiittelt, bis sich alles gelést hat. Nach 12stdg, 
Aufbewahrung bei Zimmertemperatur wird das Chloroform im Vak. bis zur be. 
ginnenden Kristallisation verdampft. Nach Stehenlassen im Tiefkiithlschrank saugt 
man die Kristalle ab, lést in Ather und 1a8t durch Zugabe von Petrolather kristalli- 
sieren. Schmp. 101—104?°. 

C,,H,50, (238,2) Ber. akt.O 6,7 Aquiv.-Gew. 238 
Gef. akt.O 6,6 Aquiv.-Gew. 242 


Saures Glutar-benzoyl-peroxyd: Diese Verbindung wurde auf dem. 
selben Wege erhalten wie die Succinyl-Verbindung. Wegen der gréBeren Léslich- 
keit des Glut arsiure-anhydrids benétigte man nur 50 ml Chloroform. Dadurch 
kam es schon bei Zimmertemperatur zur Ausscheidung des kristallinen Peroxyds. 
Schmp. 67—68°. 

C,2H,,0, (252,3) Ber. akt.O 6,34 Aquiv.-Gew. 252 
Gef. akt.O 6,4 Aquiv.-Gew. 247 








3. tert.- Butyl-persaureester 

Saures tert.-Butyl-succin-peroxyd (s. hierzu I. c.1): Eine Mischung 
von 3g tert.- Butyl-hydroperoxyd (s. 4a), 3,3 g Bernsteinséiure-anhydrid 
und 4g Pyridin wird iiber Nacht bei Zimmertemperatur belassen, wobei alles in 
Lésung geht. Dann erwarmt man 10 Min. auf 65—68°, kiihlt ab, setzt 4 em? Aceton 
zu, verdiinnt mit Wasser und macht mit 6x HCl kongosauer. Das ausfallende OI 
wird in Ather gelost, der Ather iiber Na,‘ SO, getrocknet und bis zur beginnenden 
Triibung mit Petrolather versetzt. Bei —20° im Kiihlschrank erfolgt Kristallisation. 
Umkristallisation aus Ather-Petrolather. Schmp. 57—59°. 

Saures tert.-Butyl-glutar-peroxyd: 3 g tert.- Butyl-hydroperoxyd 
(s. 4a), 3,6g Glutarsiure-anhydrid und 4¢ Pyridin werden, wie vorstehend 
beschrieben, umgesetzt und aufgearbeitet. Die father. Lésung des Peresters wird 
mit gesitt. Hydrogencarbonatlésung ausgeschiittelt, der Ather verworfen, die 
waBrige Phase angesduert und das ausgefallene Ol in Ather geliést. Den iiber Na,SO, 
getrockneten Ather versetzt man mit Petrolather. Im Tiefkiihlschrank kristallisiert 
das abgeschiedene 0] langsam aus. Falls keine Kristallisation erfolgt, muB man das 


10 F. Stearns & Co, Dtsch. Reichs-Pat. Nr. 170727; Chem. Zbl]. 1906 IT, 79. 
11 A.G. Davies, R. V. Foster u. A.M. White, J. chem. Soc. [London] 
1953, 1541. , 
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Ausschiitteln mit Hydrogencarbonatlésung und die Fallung mit Séure wiederholen. 
Schmp. 35—36°. 

C,H,,0; (204,2) Ber. akt.O 7,8 Aquiv.-Gew. 204 

Gef. akt.O 7,8 Aquiv.-Gew. 207 

Saures tert.-Butyl-malein-peroxyd: Ein mit Weichmacher vermischtes, 

kaufliches Praparat (Elektrochem. Werke, Miinchen) wurde vom Weichmacher in 

folgender Weise befreit: Absaugen der éligen Phase auf einem Biichner-Trichter 

und mehrfaches sorgfaltiges Nachwaschen des Kristallbreies mit gekiihltem Petrol- 

ither, Trocknen des kristallinen Produktes im Vak. und Aufbewahren bei 0° unter 
AusschluB von Feuchtigkeit. Schmp. 131—132°. 


4. Alkylhydroperoxyde 
a) tert.- Butyl-hydroperoxyd: Ein Mischpraparat aus Mono- und Di-tert.- 
butyl-peroxyd (Trigonox A 75 der Fa. Oxydo, Emmerich/Rh.) wird in der dop- 
pelten Menge Wasser suspendiert und im Eis-Kochsalz-Bad Natronlauge in be- 
rechneter Menge zugesetzt. Das Hydroperoxyd geht in Lésung, das Di-tert.-butyl- 
peroxyd scheidet sich ab. Man 1aBt iiber Nacht stehen, trennt die untere Phase ab 
und sduert unter Eiskiihlung an; das tert.- Butyl-hydroperoxyd scheidet sich in reiner 
Form ab. Ausbeute: 60—70%. Man trocknet iiber MgSO,. 
b)n-Buty l-hydroperoxyd: Aus 22,9 g Medienstitcaytebiacid und 14,8 g 
n-Butanol erhielt man durch Zutropfen von 31,6 g trockenem Pyridin bei 0—5° 
Methansulfonyloxybutan. Sdp.,. 109°. 6,1 g dieses Produktes und 20 g 
Perhydrol wurden nach I. c.}2 umgesetzt und aufgearbeitet. Dabei erhielt man im 
Durchschnitt pro Ansatz etwa 1 g n-Butyl-hydroperoxyd. Fiir die meisten Zwecke 
wurde das Rohprodukt eingesetzt, dessen Reinheit wir durch Persauerstoffbestim- 
mungen kontrollierten. Sdp.;.~ 50°. 
C,H,,0, (90,1) Ber. akt.O 17,75 
Gef. akt.O 17,21 
c) Cumyl-hydroperoxyd: Es wurde ein kaufliches Praparat der Firma 
Oxydo, Emmerich/Rh., benutzt. 
d) 1-Hydroxy-athyl-hydroperoxyd: Darstellung aus Aaquimolaren 
Mengen Acetaldehyd und Wasserstoffperoxyd in ather. Lésung, 1. c.1°. 


5. Bis-hydroxymethyl-peroxyd und Derivate 
(Die eingeklammerten rém. Ziffern beziehen sich auf die Formeln in Tab.3, 8.223.) 


I. Stickstofffreie Verbindungen 

a) Bis-hydroxymethyl-peroxyd (I): In Anlehnung an die Vorschrift 
von Wieland"! erhielten wir die Verbindung auf folgendem Wege: 34 cm* 10proz. 
Wasserstoffperoxyd und 60cm* 10proz. Formaldehyd werden vermischt 
und 2 Stdn. bei Zimmertemperatur belassen. Man teilt die erhaltene Losung in zwei 
Teile und fihrt eine Gefriertrocknung durch. Als Riickstand erhalt man weiBe 
Kristalle, die man mit wenig Ather vom Kolben ablést und nach AbgieBen des 
Athers im Vak. trocknet. Unter Vermeidung von Reiben und StoBen mit dem Spatel 
fiillt man in kleine Portionen ab und bewahrt im Kiihlschrank auf. Wenn die Sub- 
stanz sich zu zersetzen beginnt, wird sie élig-viscos und riecht stehend nach 
Ameisensaure, in die sie sich schlieBlich verwandelt. Das vollig trockene, kristalline 
Produkt ist im Kiihlschrank aber sehr gut haltbar. Schmp. 62—64°. Die Substanz 
verpufft in der Flamme und ist gegen StoB und Schlag empfindlich. 

b) Hydroxymethyl-tert.-butyl-peroxyd? (III): Man laBt 10 g tert.- 
Butyl-hydroperoxyd bei Zimmertemperatur in 7,5cm* 40proz. Formalin 


22 H.R. Williams u. H.S. Mosher, J. Amer. chem. Soc. 76, 2984 [1954]. 

13 A. Rieche, Ber. dtsch. chem. Ges. 64, 2328 [1931]. 

MH. Wieland u. A. Wingler, Liebigs Ann. Chem. 431, 301 [1923]; 
A. Rieche u. R. Meister, Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 718 [1933]. 

18 F. M. Dickey, F. F. Rust u. W. E. Vaughan, J. Amer. chem. Soc. 71, 
1432 [1949]. 
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unter Riihren eintropfen. Das Reaktionsprodukt lost man in Ather, trocknet mit 
Na,SO, und destilliert. Sdp.,.: 59—60°. Ausbeute: 5 g. 

c) Hydroxymethyl-n-butyl-peroxyd (II): 2g n-Butyl-hydroper. 
oxyd werden, wie vorstehend bei der tert.-Butyl-Verbindung beschrieben, mit 
1,5 g 40proz. Formalin zur Reaktion gebracht und ebenso aufgearbeitet. Sd).,,: 
77—78°. 

C;H,.0,; (120,1) Ber. akt.-O 13,30. 
Gef. akt.-O 12,50. 


II. Stickstoffhaltige Verbindungen 

a) N-tert.-Butylperoxymethyl-piperidin (IV): Die Verbindung wurde 
nach Rieche u. Mitarbeitern!* aus Piperidin, Formaldehyd und tert.-Butyl-hydro. 
peroxyd dargestellt. Sdp.;: 50—53°. 

b) N-n-Butylperoxymethyl-piperidin (V): 2g Piperidin, 1,8 cm! 
40proz. Formalin und 2,1 g n-Butyl-hydroperoxyd werden im Eisbad in. 
tensiv vermischt und 24 Stdn. in der Kalte belassen, wobei gelegentlich umgeschiit- 
telt wird. Man lést in Ather, trocknet iiber Natriumsulfat und destilliert. Sdp.,: 85°. 

C,oH,,NO, (187,3) Ber. akt.O 8,5 N 7,5 
Gef. akt.O 9,0 N 6,8 


c) N-tert.-Butylperoxymethyl-benzamid (VII): Aus N-Methylol. 
benzamid und tert.-Butyl-hydroperoxyd erhalt man in saurer Lésung nach 
1. c.1® ein Produkt vom Schmp. 105—110°. 

d) Bis-[benzaminomethyl]-peroxyd (IX): Darstellung nach 1. c¢.16, 
Schmp. 150—154°. 

e) N.N -Bis-[tert.-butylperoxymethy] ]-glycin-athylester (X):3,3¢ 
Glycin-athylester-hydrochlorid werden in 7,5 cm* 40proz. Formaldehyd 
gelést und unter Eiskiihlung auf pq 6,5 eingestellt. Dann gibt man 2 cm® tert.- 
Butyl-hydroperoxyd unter Umschiitteln hinzu, wobei es sofort zur Tritbung 
und Abscheidung eines Oles kommt. Nach 1/, Stde. im Eisbad wird das Ol mit Hilfe 
von Ather abgetrennt und die Atherphase noch 3mal mit Wasser ausgeschiittelt. 
Man trocknet den Ather iiber Na,SO, und dampft ihn im Vak. ab. Zuriick bleibt 
ein Ol, das im Kihlschrank aufbewahrt wird. 

C,,H,,NO, (307,3) Ber. akt.O 10,40 N 4,56 
Gef. akt.O 10,5 N 4,80 Mol.-Gew. 301 


f) Kondensationsprodukt aus Glycin-aithylester, Formaldehyd 
und Hydroperoxyd: 3,3g Glycinathylester-hydrochlorid werden in 
7,5 cm? 40proz. Formaldehyd gelést und der py-Wert der Lésung auf 6,5 bis 7 
gebracht. (Es soil keine Triibung durch evtl. ausgeschiedenen Ester stattfinden.) 
In die klare Lésung gibt man 3,5 cm’ kaltes Perhydrol. Innerhalb weniger Se- 
kunden triibt sich die Reaktionsmischung unter Abscheidung eines Ols. Man 1aBt 
unter gelegentlichem Umschiitteln noch 1/, Stde. im Eisbad und zentrifugiert das 
Ol ab, sammelt aus dem ReaktionsgefaiB und Zentrifugenglas das Produkt durch 
Lésen in wenig Athanol (3 bis 5 cm*) und fallt durch Zugabe von Wasser. Man 
zentrifugiert ab und trocknet. Das Umfiallen aus Athanol/Wasser kann man, falls 
nétig, wiederholen. Wir schreiben der Substanz die Formel XII (s. Tab. 3) zu. 
Das erhéhte Molgewicht spricht fiir Beimischung linearer Oligomerer }’. 

C,H,,NO, (161,2) Ber. akt.O 9,95 N 8,70 
Gef. akt.O 9,90 N 9,0  Mol.-Gew. 230 


Sntsprechende Kondensationen fiihrten wir auch mit anderen Aminosaureestern, 
z. B. Alanin, Leucin, Valin, Asparaginséure, Glutaminsaiure durch. 

g) N-tert.-Butylperoxymethyl-diathylamin (XIV): 1,8g Diathyl- 
amin werden in 3,7 g 40proz. Formaldehyd gelést und nach Kihlen im Hisbad 


16 A. Rieche, E. Schmitz u. E. Beyer, Chem. Ber. 92, 1206 [1959]. 
17 E. Schmitz, Liebigs Ann. Chem. 635, 73 [1960]. 
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2,25 g tert.-Butyl-hydroperoxyd zugesetzt. Kurz nach dessen Zugabe scheidet sich 
ein ( 1 ab, das man nach 2 Stdn. abtrennt und in Ather lést. Die ather. Losung wird 
3mal mit wenig Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und der Ather im Vak. 
yverdampft. Das zuriickbleibende Ol wurde im Vak. destilliert. Sdp.,: 40°. 
C,H,,NO, (175,2) Ber. akt.O 9,1 
Gef. akt.O 9,2 
h) Bis-[dicyclohexylamino-methyl]-peroxyd (XV): Die Darstellung 
erfolgte nach 1. c.1®, Schmp. 80—82°. 
C,,H,,N.O, (420,7) Ber. akt.O 3,80 
Gef. akt.O 3,46 


i) N.N’ -Bis-[tert.-butylperoxymethyl]-harnstoff: Darstellung nach 
].c.18 Schmp. 148—149°. 


Ergebnisse 


1. Girungs- und Atmungshemmung von Asciteszellen 
durch Persauerstoffverbindungen 


Die von uns gepriiften Persauerstoffverbindungen gliedern sich in 
zwei Gruppen: die Peroxohydrate, welche als H,O,-Koordinations- 
verbindungen aufzufassen sind, und die organischen Peroxyde. 


Serumhaltiges Inkubationsmedium 


In Tab. 1 sind fiir einige Peroxohydrate und Peroxyde die in Gegen- 
wart von 50% Serum gemessenen Hemmungen der Atmung und anae- 
roben Glykolyse von Asciteszellen zusammengestellt. Ebenso wie Schwer- 
metalle und Alkylierungsmittel werden auch die meisten Persauerstoff- 
verbindungen durch Serumproteine mehr oder weniger inaktiviert, so 
daB die Hemmeffekte in serumfreien Pufferlosungen fast stets 
héheres AusmaB erreichen (s. u. Tab. 2). 

Aus Tab. 1 geht hervor, daB die Wirkung der Peroxohydrate 
sich auf Atmung und Glykolyse erstreckt, wobei in allen Konzentrationen 
die Glykolysehemmung stiirker ausgepriigt ist. Die Wirkungsunter- 
schiede zwischen den einzelnen Peroxohydraten werden am deutlichsten 
bei einem Vergleich der Glykolysehemmungen fiir die Konzentration 
5-10-4m. Wahrend die stark wirksamen Peroxohydrate (von Trigonellin 
und ].2-Bis-[pyridyl-(4) ]-glykol) die Glykolyse fast véllig unterdriicken, 
sind andere Peroxohydrate bereits wirkungslos. Das Hydroperoxyd 
selbst gehért zu den nur schwach wirksamen Perverbindungen; es wiirde 
in Tab. 1 etwa dem Carbamid-peroxohydrat gleichkommen. 

Unerwartet und iiberraschend ist die Abhingigkeit der Hemm- 
effekte von der Struktur der organischen Peroxohydrate, welche als 
H,O,-Koordinationsverbindungen in wiBriger Lésung dissoziieren. Zur 
Deutung der Wirkungsunterschiede und der gegeniiber einfachem 
Hydroperoxyd z. T. erheblich stirkeren Hemmeffekte nehmen wir an, 
daB die koordinative H,O,-Bindung durch geeignete organische Li- 
ganden so stabilisiert wird, daB der Angriff auf die Asciteszelle rascher 
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* Die entsprechende DL-Verbindung zeigt praktisch gleiche Hemmwerte. 
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abliuft als die Dissoziation des Peroxohydrates im wiBrigen Inkuba- 
tionsmedium. Die benutzten organischen Liganden allein sind in ver- 
gleichbarer Konzentration gegeniiber Asciteszellen wirkungslos (Kon- 
trollversuche). 

Die in Tab.1 enthaltenen organischen Peroxyde hemmen 
Girung und Atmung in etwa gleichem MaBe wie die Peroxohydrate (s.0.). 
Freie Persiiuren fehlen in der Tabelle, da sie wegen des Serumzusatzes 
in dieser Versuchsanordnung wirkungslos sind. 1-Hydroxy-ithyl-hydro- 
peroxyd und Bis-hydroxymethyl-peroxyd sind dagegen stark wirksam. 
Auch das saure tert.-Butyl-malein-peroxyd zeigt sehr ausgepriigte, kon- 
stante Hemmeffekte und weicht damit von dem Verhalten ihnlicher Di- 
carbonsiiure-tert.-butyl-perester in auffallender Weise ab (s. u.). Eine 
weitere Besonderheit dieser Verbindung besteht darin, daB sie im Gegen- 
satz zu den meisten anderen organischen Peroxyden die Atmung stiirker 
als die Glykolyse hemmt (s. hierzu auch Abb. 1). Als gut maskierte stick - 
stoffhaltige organische Peroxyde finden sich in Tab. 1 zwei Derivate 
des tert.-Butyl-peroxymethans: die 1960 von Rieche und Mitarbei- 
tern!® beschriebene N-Piperidyl-Verbindung und die erstmals von uns 
dargestellte N-Glycinester-Verbindung. Beide Peroxyde fiihren im Ver- 
gleich zum tert.-Butyl-malein-peroxyd zu einer etwa ebenso hohen Gly- 
kolyse-Hemmung, jedoch zu einer deutlich schwicheren Atmungs- 
hemmung. 

Vergleicht man die Hemmeffekte der in Tab. 1 zusammengestellten 
Persauerstoffverbindungen mit denjenigen von Alkylierungsmitteln 
wie z. B. N-Athyl-maleinimid oder Stickstofflost (Tab. 1), so ergibt sich, 
daB im manometrischen Warburg-Test die Inhibitoreffekte geeigneter 
Persauerstoffverbindungen denen der Alkylierungsmittel nicht unter- 
legen sind. 


Vergleich: serumfreies und serumhaltiges Medium 

Verwendet man — wie oben in Tab. 1 — Inkubationsmedien mit 
50% Serumgehalt, so ist mit stark verminderten Hemmeffekten bei 
solchen Persauerstoffverbindungen zu rechnen, welche rasch mit den 
Serumproteinen reagieren. Zur Priifung des Serumeinflusses auf die 
Hemmeffekte sind daher Parallelversuche mit serumfreiem und serum- 
haltigem Inkubationsmedium erforderlich, wie sie in Tab. 2 zusammen- 
gestellt sind: 

Histidin-peroxohydrat zeigt nur geringe Abschwichung der 
Hemmeffekte gegeniiber Glykolyse und Atmung durch den Serumzusatz, 
ein Befund, der fiir alle Peroxohydrate gilt. Besonders kraB ist dagegen 
der EinfluB der Serumproteine auf die Percarbonsiuren: Am Bei- 
spiel der hier gewihlten Capronpersiiure erkennt man, daB im serum- 
freien Medium die Konzentration 10-°m zu fast vollstiindiger Aus- 
léschung von Glykolyse und Atmung fiihrt, wihrend in Anwesenheit von 
Serum die Asciteszellen praktisch nicht beeinfluBt werden. Das Bis- 
hydroxymethyl-peroxyd rangiert in Tab. 2 als Beispiel einer gegen- 
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iiber den Serumproteinen relativ stabilen Verbindung, die Hemmeffeixte 
werden nur in geringem Mae abgeschwicht. Das saure tert.- Butyl. 
malein-peroxyd stellt den Typ eines sehr stabilen Peroxydes dar; in 
Anwesenheit von 50% Serum zeigt es praktisch die gleichen Hemm. 
effekte wie ohne Serum. 

Tab. 2. Vergleich der Inhibitoreffekte im serumfreien und serumhaltigen 


Medium (Asciteszellen wie in Tab. 1). Kontrolle = volle Aktivitét = 100%, 
totale Hemmung = 0%. 





Inhibitor ohne Serum mit 50%, Serum 


(molare Endkonzentration im Ansatz) |@lykolyse| Atmung Glykolyse} Atmung 











Histidin-peroxohydrat (10-§m). . . 5 55 15 100 
Capronpersdéure (10-3m)..... . 0 10 90 100 
Bis-hydroxymethyl-peroxyd (5-10-*m) 5 55 20 75 





saures tert.-Butyl-malein-peroxyd 
(35>. [Us es eis eee eer . 60 25 55 25 





N.N-Bis-[tert.-butylperoxymethy]]- 
glycin*® (5-10-*m) ....... 25 80 40 90 





Bis-diithylaminomethyl-peroxyd* 
(GEA ne) Soe a5 oe eS 5 80 90 90 














N.N’-Bis-[tert.-butylperoxymethy]]- 
harnstoff (5-10-4m) ...... 95 85 95 100 


* Die Synthese dieser Verbindungen beschreiben wir in der folgenden Arbeit, 





Die drei stickstoffhaltigen Peroxyde der Tab. 2 sind als weitere 
Beispiele fiir die verschiedenartigen Inhibitortypen unter den organischen 
Peroxyden ausgewihlt: Das N.N-Bis-[tert.-butylperoxymethyl]-glycin 
wird in seiner glykolyse- und atmungshemmenden Wirkung durch 
Serum nur wenig beeintrichtigt, wihrend im Gegensatz dazu das Bis- 
diithylaminomethyl-peroxyd seine an sich hohe Hemmwirkung auf die 
Glykolyse durch Serum fast véllig verliert. Der N.N’-Bis-[tert.-butyl- 
peroxymethyl]-harnstoff jedoch zeigt in derselben Konzentration 
(5 - 10-4m) keine nennenswerten Hemmeffekte, sei es mit oder ohne An- 
wesenheit von Serum. Es handelt sich hier um ein Beispiel fiir diejenigen 
Peroxyde, deren cytostatische Effekte vermutlich infolge hoher Stabilitiit 
der organischen Persauerstoffbindung wihrend des manometrischen Ver- 
suchs nicht zur Auswirkung kommen. 

Tab. 2 fiihrt somit zu dem Ergebnis, da je nach der Struktur des 
organischen Restes das Verhalten der Persauerstoffverbindungen gegen- 
iiber Serumproteinen stark wechselt. Die in Tab. 2 gegebenen Beispiele, 
die sich beliebig vermehren lassen (s. u.), zeigen, daB alle Uberginge 
existieren zwischen solchen organischen Persauerstoffverbindungen, die 
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mit den Serumproteinen nicht reagieren und zugleich hohe cytostatische 
Effekte besitzen, und solchen, die ihre an sich vorhandenen cytostatischen 
Wirkungen in Gegenwart von Serum vollig verlieren. 


2. Struktur und cytostatische Wirkung 
organischer Peroxyde 


Die relativ groBe Zahl der von uns synthetisierten und biologisch ge- 
priiften Peroxyde berechtigt zu der Frage, inwieweit Zusammenhange 
zwischen chemischer Konstitution und cytostatischer Wirkung an Ascites- 
Krebszellen erkennbar sind. Die Aufgliederung nach den einzelnen Per- 
oxydklassen ergibt folgendes Bild: 


Percarbonsiuren 

Die in wiBriger Lésung meist instabilen Percarbonsiuren sind da- 
durch charakterisiert, daB sie in Pufferldsungen ohne Serumgehalt stark 
cytostatisch wirken, in Gegenwart von Serum diese Effekte aber vollig 
einbiiBen. Hierzu gehéren auBer der bereits erwihnten Capronpersiure 
(Tab. 2) die folgenden von uns gepriiften Verbindungen: Peressigsaure, 
Caprylpersiure, Caprinpersiure, Laurinpersiiure, Myristinpersiure und 
Palmitinpersiure. Sie sind wegen der Labilitait der Percarboxylgruppe, 
z. T. auch wegen ihrer Schwerléslichkeit, fiir biologische Versuche wenig 
geeignet. 

Diacyl-peroxyde 

Unter den Diacyl-peroxyden aliphatischer Monocarbonsauren, 
wie z. B. Dicaproyl-, Dicaprylyl, Dilauroyl-peroxyd u. dgl., konnten wir 
eytostatisch wirksame Verbindungen (Konzentration im serumhaltigen 
Ansatz: 10-m) nicht finden. Von den sauren Diacyl-peroxyden der 
Dicarbonsauren erwies sich das recht stabile Diphthal-peroxyd eben- 
falls im manometrischen Test als unwirksam; dagegen zeigten das viel 
weniger stabile saure Disuccin-peroxyd und das homologe Diglutar-per- 
oxyd in der Konzentration 10-3m im serumfreien Ansatz mibige Glyko- 
lysehemmungen (Aktivitaétsminderung auf 60 bzw. 75%), die jedoch in 
der Konzentration 5 - 10-4m nicht mehr vorhanden waren. Die Atmung 
wurde nicht gehemmt. 


Kine Sonderstellung unter den Diacyl-peroxyden nehmen diejenigen 
der Benzopersiure ein: Dibenzoyl-peroxyd (Konzentration 10-m 
und darunter) hemmt die Glykolyse der Asciteszellen nicht, da- 
gegen die Atmung in hohem MaBe. Sowohl im serumfreien wie im 
serumhaltigen Medium wird die Atmung durch Dibenzoyl-peroxyd in 
der Konzentration 10-%m und 5 - 10-4m véllig unterdriickt, durch 10-4m 
noch auf 25% vermindert. Diesen elektiven Hemmeffekt auf die Atmung 
besitzen auch die gemischten Benzoyl-acyl-peroxyde. Um zugleich die 
Wasserléslichkeit zu verbessern, synthetisierten wir Benzoyl-succin-, 
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Benzoyl-glutar-, Benzoyl-nicotinyl*- und Benzoyl-isonicotinyl*-peroxyd., 
Die atmungshemmende Wirkung dieser 4 Verbindungen ist derjenigen 
des Dibenzoyl-peroxyds vergleichbar. Die drei erstgenannten z. B. fiihren 
in der Konzentration 5 - 10-4m eine fast vollstiindige Atmungshemmung 
(Senkung auf 10—15%) herbei, ohne dabei die Glykolyse zu beeintriich- 
tigen. Fiir diesen spezifischen Effekt des Benzopersiure-Restes auf die 
Atmung der Asciteszellen besitzen wir bisher keine Erklarung. 


tert.-Butyl-persiureester 

Ohne sichere cytostatische Wirkung waren die tert.-Butyl-perester 
von Monocarbonsiuren, z. B. tert.-Butyl-acetyl-peroxyd, tert.-Butyl- 
butyryl-peroxyd, tert.-Butyl-nicotinyl-peroxyd. Auch das Di-tert.-butyl- 
succin-diperoxyd erwies sich als wirkungslos. Erschwerend kommt bei 
diesen Estern hinzu, daB sie im wiBrigen Inkubationsmedium fast un- 
léslich sind. Experimentell leichter zu handhaben sind die ausreichend 
wasserléslichen Halbester von Dicarbonsiiuren mit tert.-Butyl-peroxyd. 
Dabei fanden wir eine bemerkenswerte Sonderstellung des sauren tert.- 
Butyl-malein-peroxyds, welches starke cytostatische Effekte besitzt 
(Hemmwerte s. Tab. 1 und 2). Die zum Vergleich von uns dargestellten 
und gepriiften Verbindungen, wie z. B. das saure tert.-Butyl-succin-per- 
oxyd und das saure tert.-Butyl-glutar-peroxyd erwiesen sich ebenso 
wie das saure tert.-Butyl-phthal-peroxyd als véllig wirkungslos, sowohl 
im serumfreien wie im serumhaltigen Inkubationsmedium. Ebenso wir- 
kungslos in allen Versuchsanordnungen war der in gleichen Konzen- 
trationen gepriifte saure Maleinsiure-n-butyl-ester sowie die Malein- 
siure. Daraus folgt, daf die hohen Hemmeffekte von Maleinperester 
primiir dem Persauerstoff und nicht der Maleinsiiurekomponente zuzu- 
schreiben sind. Wir nehmen daher an, dai} die Maleinsaure hier eine Art 
, Adjuvans-Wirkung“ auf den Persauerstoff-Effekt ausiibt. Dabei muB 
der entscheidende EinfluB von der Doppelbindung der Maleinsaure aus- 
gehen, da hierin der einzige Unterschied zum wirkungslosen sauren tert.- 
Butyl-succin-peroxyd liegt. Auf Grund zusiitzlicher experimenteller 
Untersuchungen nehmen wir zum Maleinsiiureproblem in Kiirze ge- 
sondert Stellung. 

Alkylhydroperoxyde 

Das in Tab. 1 und 2 angefiihrte 1-Hydroxy-ithyl-hydroperoxyd ist 
mit seiner starken cytostatischen Wirkung nicht fiir diese Verbindungs- 
klasse charakteristisch. tert.-Butyl- und n-Butyl-hydroperoxyd sind viel 
weniger wirksam ; beide Verbindungen zeigen im serumfreien Medium in 
der Konzentration 10-3m eine schwache, in der Konzentration 5 - 10-*m 
kaum noch erkennbare Wirkung. Dagegen wird durch 1-Hydroxy-iithyl- 
hydroperoxyd unter gleichen Bedingungen in der Konzentration 5-10-*m 
die Glykolyse noch fastvollstandig unterdriickt. Das Cumyl-hydroperoxyd 
schlieBt sich dem Verhalten des tert.- und n-Butyl-hydroperoxyds an. 


* Beschreibung der Synthesen von Benzoyl-nicotinyl- und Benzoy1-isonico- 
tinyl-peroxyd in der folgenden Arbeit. 
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d. Bis-hydroxymethyl-peroxyd und Derivate 

en Das Bis-hydroxymethyl-peroxyd ist, wie aus Tab. 1 und 2 hervor- 
en geht, cytostatisch stark wirksam und gegeniiber den Serumproteinen 
ng relativ stabil. Es handelt sich hier um diejenige Verbindung, welche das 
h- Wachstum des Miuse-Ascitescarcinoms im Tierversuch vollig verhindert 































lie (siehe 1. ¢.5» 6). Die hohe cytostatische Wirkung dieses Peroxyds findet 
sich auch in seinen Substitutionsprodukten, jedoch besteht ausgepragte 
Strukturabhingigkeit. Tab. 3 gibt an Hand der Glykolysehemmung bei 
stets gleicher Endkonzentration des Inhibitors (5 - 10-4m) im serum- 


er freien Ansatz AufschluB iiber die Zusammenhiinge zwischen Kon- 
yl. stitution und cytostatischer Wirkung bei Derivaten des Bis-hydroxy- 
vl. & methyl-peroxyds. 

rei Als Beispiele einseitiger Substitution synthetisierten und priiften 


n- wir das Hydroxymethyl-n-butyl- und -tert.-butyl-peroxyd (II u. IIT in 
nd § Tab. 3). Beide Verbindungen erwiesen sich gegeniiber Asciteszellen in 
Tab. 3. Bis-hydroxymethyl-peroxyd: EinfluB der Substitution auf die Glykolyse- 


hemmung von Asciteszellen. Inkubationsmedium: serumfreie Pufferlésung. 
at Anaerobe Glykolyse, volle Aktivitét = Kontrolle = 100, totale Hemmung = 0. 





























en 

: Peroxyd (stets 5 - 10—4m) 

- “ Anaerobe 

so Nr. : Glykolyse 

hl im Text Struktur i 

ir- 

n- I HO - CH, - OO - CH, - OH 5 
II CH, - [CH,], - OO - CH, - OH 15 

we Il (CH,),C - OO - CH, -OH 20 

er 

u : a. 

4 IV (CH;),C - OO - CH, = 10 

1B 

5 V CH, - [CH,], - OO - CH, * 90 

ee ; aes iam 

er yas < N-CH,-O0O-CH,-N 5 
VII (CH,),C - OO - CH, -NH - CO - C,H, 100 
VItI* CH, - [CH,], - OO - CH, - NH - CO - C,H; 95 

st IX C,H, -CO-NH- CH, - 00 -CH, - NH - CO - C,H; 60 

r Xx ((CH,),C - OO - CH,),N - CH, - CO,C.H, 10 

el XI* (CH, - [CH,], - OO - CH,),N - CH, - CO, 70 

in / CH, 

m XII 8 N - CH, - CO.C,H, 5 

I. NCH, 

m 

d XIII* (C,H5).N - CH, - OO - CH, - N(C,H5), 5 
XIV (CH3),C - OO - CH, - N(C,H;). 80 
XV (CgH,,).N - CH, - OO - CH, - N(C,H,,). 0 


* Die Synthesen von VI, VIII, XI uni XI!I werden in der folgenden Arbeit beschrieben. 
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serumfreier Pufferlésung als fast ebenso stark glykolysehemmend wic I; 
durch Serum wird die Wirkung dagegen erheblich stirker abgeschwiicht, 
als es bei I der Fall ist. 

Ersetzt man im Bis-hydroxymethyl-peroxyd beide Hydroxyl. 
gruppen durch organische Reste, so ergeben sich vielfaltige Méglich. 
keiten, die je nach Art der Substitution die cytostatischen Effekte ver. 
iindern. 

Die Verbindungen IV, V und VI (Tab. 3) geben AufschluB iiber die 
Anderungen des cytostatischen Wirkungsgrades bei Einfiihrung von 
Piperidylresten in das Bis-hydroxymethyl-peroxyd. Dabei zeigt sich, 
daB die symmetrische Substitution mit zwei Piperidylresten (VI) ebenso 
wie die einseitige Piperidylsubstitution des tert.-Butyl-Derivates (IV) 
nicht zu einer Abschwichung der Girungshemmung fiihrt. Setzt man 
dagegen das n-Butyl-Derivat der Monopiperidylverbindung (V) ein, so 
verschwindet die Glykolysehemmung fast vollstindig. 

Vergleicht man die Hemmeffekte der Piperidylverbindungen (IV, V, 
VI) mit den analogen Benzaminverbindungen (VII, VIII, IX), so fiillt 
auf, daB die Benzaminoderivate schwiichere Glykolysehemmungen her. 
vorrufen als die Piperidylverbindungen. An den beiden tert.-Butyl- 
Derivaten IV und VII wird die Uberlegenheit der Piperidylverbin. 
dung besonders .deutlich, aber auch die symmetrische Benzaminover. 
bindung IX erreicht bei weitem nicht die Hemmeffekte der analogen 
Piperidylverbindung VI. Weshalb tert.- und n-Butyl-Derivat in einem 
Falle (IV, V) stark unterschiedliche, im anderen Falle (VII, VIII) gleiche 
Hemmeffekte auslésen, ist noch ungeklirt. 

Unter den Stickstoffderivaten des Bis-hydroxymethyl-peroxyds 
priiften wir u. a. eingehend die Aminosiurederivate, von denen in Tab. 3 
die Glycin-Verbindungen X, XI und XII angefiihrt sind. Von ihnen ist 
der N.N-Bis-[tert.-butylperoxymethyl]-glycinester (X) wirksamer als 
das N.N-Bis-[n-butylperoxymethyl]-glycin (XI). Besonders interessant 
erscheint die Verbindung XII, die wir als monomeres cyclisches Peroxyd 
des N.N-Dimethyl-glycinesters ansehen. Sie besitzt eine ebenso starke 
glykolysehemmende Wirkung wie Verbindung I. 

Die Verbindungen XIII, XIV und XV sind als Diithylamino- bzw. 
Dicyclohexylamino-Verbindungen miteinander vergleichbar. Von ihnen 
bringen die beiden symmetrisch substituierten Derivate XIII und XV 
die anaerobe Glykolyse praktisch vollstiindig zum Erliegen. Ersetzt man 
jedoch eine der beiden substituierten Aminomethyl-Gruppen durch den 
tert.-Butylrest (XIV), so wird die glykolysehemmende Wirkung stark 
abgeschwicht. 

3. Fermentaktivititen in Asciteszellen 
nach Persauerstoffhemmung 
Versuche an isolierten Fermenten’ 2 hatten ergeben, da Aldolase 


und GAPDH (aus Muskel) hochempfindlich gegen Persauerstoffverbin- 
dungen sind. Es war daher anzunehmen, dai die vorstehend beschrie- 
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benen Glykolysehemmungen von Asciteszellen zumindest teilweise durch 
Schiidigung SH-abhingiger Fermentsysteme der Glykolysekette, be- 
sonders von Aldolase und GADPH, zustandekommen. Tab. 4 gibt einen 
Uberblick iiber die Aktivitaéten der Fermente Aldolase, GAPDH und 
MDH, welche aus Asciteszellen nach 11/,stdg. Einwirkung des betref- 
fenden Inhibitors im Warburg-Versuch erhalten wurden. Die einge- 
setzten Persauerstoffverbindungen sind — wie Tab. 4 zeigt — simtlich 
dadurch gekennzeichnet, daB sie am stiirksten die GAPDH scha- 
digen. Dabei bestehen jedoch Wirkungsunterschiede: Das saure tert.- 
Butyl-malein-peroxyd und Bis-hydroxymethyl-peroxyd vernichten die 
GAPDH-Aktivitat fast vollstindig, wihrend die beiden Peroxohydrate, 
das 1-Hydroxy-ithyl-hydroperoxyd und Verbindung XII in der an- 
gewandten Konzentration eine etwa 50proz. Aktivitatsminderung her- 
beifiihren. Bei der Beurteilung dieses Ergebnisses ist zu beachten, daB 
nach unseren Erfahrungen bei starker Glykolysehemmung auch dann 
eine Aktivitiitsminderung der GAPDH beobachtet wird, wenn der Haupt- 
angriffspunkt des Inhibitors nicht an der GAPDH, sondern an anderer 
Stelle, z. B. in der DPN®-Synthese, liegt. 


Tab. 4. Fermentaktivitéten von Aldolase, GAPDH und MDH in Asciteszellen nach 
Einwirkung von Persauerstoffverbindungen. Mittelwerte aus je 5 Ansatzen. 














100°,, = Kontrolle. 0% = vélliger Aktivitétsverlust. (Methodik s. 1. ¢.‘.) 
0 ae 
Inhibitor sonteuaelits %o Aktivitit 
(stets 10-3m im Ansatz) Garung | Aldolase | GAPDH | MDH 
Histidin-peroxohydrat. ...... 50 60 50 90 
Carbamid-peroxohydrat ...... 55 70 50 80 
Saures tert.-Butyl-malein-peroxyd. . 35 80 0 90 
Verbindung XII (s. Tab.3). . . . . 30 60 - 60 70 
Bis-hydroxymethyl-peroxyd ... . 0 70 5 30 
1-Hydroxy-athyl-hydroperoxyd. . . 70 80 45 85 
JOGCHBIPSAUTO. 6 4. ss ee te 0 85 0 60 
N-Athyl-maleinimid. ....... 5 25 0 5 








Gegeniiber der Aldolase sind die Hemmeffekte bei allen Verbin- 
dungen wesentlich schwicher ; im allgemeinen sinkt die Fermentaktivitat 
auf rund 70—80% der Kontrollansitze. Dieser Befund entspricht dem 
Verhalten der reinen Fermente: Gegeniiber Persauerstoff ist GAPDH 
etwa zehnfach empfindlicher als Aldolase!. Bei der MDH sind die In- 
hibitoreffekte aller Persauerstoffverbindungen der Tab. 4 unbedeutend 
mit Ausnahme des Bis-hydroxymethyl-peroxyds, welches die MDH 
stiirker hemmt als die Aldolase. Diesen auffallenden Befund konnten wir 
mehrfach sichern. 

Vergleicht man die gemessenen Fermentaktivititen nach Einwir- 
kung von Persauerstoffverbindungen mit den Effekten der beiden zum 
Vergleich angefiihrten Alkylierungsmittel Jodessigsiure und N-Athyl- 
maleinimid, so ergibt sich, dafi die Wirkung der Persauerstoffverbin- 
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dungen selektiver auf die GAPDH gerichtet ist. N-Athyl-maleinimid 
fiihrt zu schweren Schidigungen aller drei untersuchten Fermente, 
wihrend Jodessigsiure eine auffallende Ahnlichkeit mit dem Verhaiten 
des Bis-hydroxymethyl-peroxyds zeigt: Sehr starke Schidigung der 
GAPDH, mittelschwere Schidigung der MDH, nur schwache Schiidigung 
der Aldolase. 

Die Absolutaktivititen der Fermente normaler Asciteszellansiitze 
(Kontrollwerte) sowie deren biologische Schwankungsbreite gehen aus 
Tab. 5 hervor. 

Tab. 5. Fermentaktivitaten normaler Asciteszellen nach 11/,stdg. anaerobem (ilu. 


coseumsatz. Angaben in Aktivitéts-Einheiten/mg; Acetontrockenpulver, Mittel- 
werte aus 16 Ansitzen. 














MMU Soni oor fae eras. alle fer Se GAPDH Aldolase MDH 
UL 0 eee ene i een aa ma Cystein Cystein ohne 
Aktivitaéts-Einh. (W-+:s)...... 12,6-+-1,8 0,91--0,29 22,.8+-4.6 


4. Substrat- und DPN®-Konzentrationen in Asciteszellen 
' nach Persauerstoffeinwirkung 


In Tab. 6 sind die Ergebnisse der Substrat- und DPN°-Bestim- 
mungen sowie die jeweils durch die Persauerstoff-Verbindung erzielte 
Glykolysehemmung angegeben. Die Wirkung der beiden Peroxo- 
hydrate zeigt sich deutlich in der Abnahme des DPN® und der Zu- 
nahme des FDP, aber nicht sicher im Anstau des Triosephosphats. 
1-Hydroxy-athyl-hydroperoxyd schlieBt sich etwa dem Verhalten der 
Peroxohydrate an. 

Sehr bemerkenswert ist das Verhalten des sauren tert.-Butyl- 
malein-peroxyds: Ks fiihrt zu sehr starker Anreicherung von FDP 
und Triosephosphat, beeinfluBt jedoch die DPN®°-Konzentration prak- 
tisch nicht. Gegensinnig verhilt sich Bis-hydroxymethyl-peroxyd: Die 
Erhéhungen von FDP und Triosephosphat liegen hier in der GréBen- 
ordnung der Effekte der Peroxohydrate, DP N° jedoch wird auf Null 
gesenkt. Den letztgenannten Effekt zeigt auch Verbindung XII. 
Bei den in Tab. 6 aufgefiihrten drei Peroxyden, deren Konzentration 
im Ansatz geringer war (5 - 10-4m), zeigen die MeBergebnisse eine klare 
Beziehung zwischen AusmaB der Glykolysehemmung und Verinderung 
der FDP-, Triosephosphat- und DPN®-Konzentrationen: Die beiden 
piperidyl- bzw. cyclohexyl-substituierten Peroxyde hemmen die Glyko- 
lyse fast véllig und fiihren sowohl Substratanstau wie starke DPN?°- 
Senkung herbei. Dagegen beeintriichtigt das letztgenannte Peroxyd in 
Tab. 6 die Glykolyse nur wenig; die Werte fiir F DP, Triosephosphat und 
DPN® weichen dementsprechend nicht signifikant von der Kontrolle ab. 

Die durch saures tert.-Butyl-malein-peroxyd hervorgerufene Glyko- 
lysehemmung weicht insofern von der Wirkungsart anderer Persauer- 
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Tab. 6. Substrat- und DPN®-Konzentrationen nach Einwirkung von Persauerstoff- 
Verbindungen. 

















Glykolyse-| y4)p Triose- mor 
Aktivitat| FPP | phosphat| DP 
Persauerstoffverbindung 
(Kontrolle} °% der o/ der °° der 
= 100) | Kontrolle}| Kontrolle| Kontrolle 
stets 10-9m im Ansatz 
Histidin-peroxohydrat. ...... 5 660 145 1] 
Carbamid-peroxohydrat ..... . 10 330 130 51 
1-Hydroxy-athyl-hydroperoxyd. . . 35 445 80 16 
saures tert.-Butyl-malein-peroxyd. . 10 4800 1420 103 
Bis-hydroxymethyl-peroxyd ... . 5 230 300 0 
Verbindung XIT (vgl. Tab. 3). 5 — 150 0 
stets 5: 10-4m im Ansatz 
Bis-piperidinomethy!-peroxyd. . . . 10 1758 300 28 
Bis-[ dicyclohexylamino-methy]]- 
PONORV =) Ge aie oes: Ss 8 he 5 601 588 7 
N-tert.-Butylperoxymethyl-diathyl- 
OT ees oe reer eee sso 85 71 128 103 
Absolutwerte der Kontrolle (y/g Asciteszellen 
[Trockengew. ]), Mittel aus 7 Kontrollansatzen 1262 227 593 











stoffverbindungen ab, als es mit héherer Spezifitit die Fermente der 
Glykolysekette angreift. Diese Wirkungsdifferenzen zeigt besonders 
deutlich ein Vergleich der DPN°-, FDP- und Triosephosphat-Werte bei 
Grenzkonzentrationen, die noch zu geringfiigigen Glykolysehemmungen 
(~80°%) fiihren. Dabei sind z. B. unter der Wirkung von Bis-hydroxy- 
methyl-peroxyd (10-*m) oder Bis-piperidinomethyl-peroxyd (2 - 10~4m) 
trotz Fehlens stiirkerer Glykolysehemmungen schon meBbare DPN°- 
Senkungen (63 bzw. 70%), jedoch keine oder nur angedeutete Veriinde- 
rungen der Substratkonzentration vorhanden. Dagegen sind nach Ein- 
wirkung des Maleinperesters (2 - 10-4m) bei voll erhaltener DPN®-Kon- 
zentration FDP und Triosephosphat bereits stark angestaut (1070 
bzw. 350%). 

Vergleicht man die FDP- und Triosephosphat-Konzentrationen in 
Tab. 6, so fallt auf, daB die meisten der dort genannten Verbindungen 
einen sehr viel stiirkeren prozentualen Anstau des FDP als des Triose- 
phosphats bewirken. Dieser Befund liBt verschiedene Deutungsméglich- 
keiten zu, berechtigt jedoch nicht zu dem SchluB, daB die Aldolase hier 
das am stiirksten glhhemmte Ferment sei. 


5. Vorinkubation mit Anti-Inhibitoren 
Das Ausbleiben einer Glykolyse- oder Atmungshemmung in An- 
wesenheit geeigneter ,,Schutzstoffe ist aus Untersuchungen an Hefe- 
und Asciteszellen bekannt und nach den Ergebnissen unserer Versuche 
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an solchen Fermenten zu erwarten. Zudem kénnen chemische Struktur, 
Reaktionsfaihigkeit und biologisches Verhalten wirksamer Schutzstoffe 
Hinweise auf den mutmaBlichen Wirkungsmechanismus des Inhibitors 
geben. Wir priiften daher die Hemmeffekte verschiedener Persauerstoff. 
verbindungen nach vorheriger Zugabe von Anti-Inhibitoren. Diese 
wurden dem Ansatz (Inkubationsmedium + Asciteszellen) 15 Min. vor 
dem Einbringen der Persauerstoffverbindung zugegeben. 


Leicht oxydable Schwefelverbindungen 

Wiahrend Chelatbildner wie EDTA oder Histidyl-histidin erwar. 
tungsgemaiB keine Schutzwirkung besitzen, sind leicht oxydable Schwefel- 
verbindungen wie Thiazolidin-carbonsiiure-(4), Cystein und Cystcin. 
glucose hochwirksam. Die letztgenannte Verbindung gehért zur Gruppe 
der Cystein-Zucker-Kondensate, die ebenfalls Thiazolidinstruktur _be- 
sitzen und tiber deren Bildungstendenz und Metallaffinitaét wir vor 
kurzem berichteten!®. Cystein z. B. verhindert in 10fachem molaren 
Uberschu8 die Hemmeffekte des Histidin-peroxohydrates praktisch 
vollstiindig, die des sauren tert.-Butyl-malein-peroxyds zu etwa 50°. 
Es ist jedoch zu vermuten, daB sich die Schutzeffekte dieser leicht 
oxydablen Schwefelverbindungen iiberwiegend extrazellular ab. 
spielen, da die 15 Min. nach dem Schutzstoff zugegebene Persauer- 
stoffverbindung diesen zum gréBten Teil noch im Inkubations- 
medium erreicht. In diesem Zusammenhang kann man auch bei 
serumhaltigem Inkubationsmedium die labilen Thiolgruppen der 
Serumproteine als Anti-Inhibitoren gegen Persauerstoffverbindungen 
ansehen, soweit diese — wie z. B. die Peroxocarbonsiuren (Tab. 2) — 
nach Einbringen in das Medium geniigend rasch mit dem Serum rea- 
gieren. 

Nicotinsiureamid 

Anders liegen die Verhialtnisse, wenn man Nicotinsiureamid als 
Anti-Inhibitor einsetzt. In diesem Falle handelt es sich mit Sicherheit 
um einen intrazelluliren Schutzmechanismus, der wahrscheinlich die 
DPN®-Synthese betrifft, wie aus den Erfahrungen mit alkylierenden 
Reagenzien hervorgeht (s. Diskussion). Da die Persauerstoffverbin- 
dungen in wechselndem Ausmafe (s. Tab. 6) die DPN®-Konzentration 
in den Asciteszellen beeinflussen, priiften wir an verschiedenen Verbin- 
dungstypen den EinfluB von vorinkubiertem Nicotinsiureamid auf die 
Girungs- und Atmungshemmung von Asciteszellen. Dabei ergab sich, 
daf} Nicotinsiureamid nur dann als Anti-Inhibitor wirkt, wenn die be- 
treffende Persauerstoffverbindung — allein gegeben — die DPN®-Kon- 
zentration vermindert. Dagegen werden Hemmeffekte von Persauerstoff- 
verbindungen, die keinen EinfluB auf die DPN°-Konzentration haben, 
durch Nicotinsiureamid nicht abgeschwiicht. 

18 G. Weitzel, J.Engelmann u. A.-M. Fretzdorff, diese Z. 315, 236 
[1959]. 
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Da die Peroxohydrate durchweg die DPN®-Konzentration in den 
Asciteszellen herabsetzen (Beispiele s. Tab. 6), fiihrt die Vorinkubation 
mit Nicotinsiureamid zur Abschwichung bzw. Aufhebung der Hemm- 
effekte von Peroxohydraten, wie wir dies fiir Histidin-peroxohydrat 
bereits mitteilten®. Die organischen Peroxyde dagegen verhalten 
sich unterschiedlich. Als charakteristische Beispiele bringen wir in Abb. 1 
die Konzentrationswirkungskurven des sauren tert.-Butyl-malein-per- 
oxyds, in Abb. 2 die des Bis-hydroxymethyl-peroxyds, jeweils mit und 
ohne Vorinkubation von Nicotinsiiureamid. 
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Abb. 1 und 2. EinfluB von vorinkubiertem Nicotinsiureamid auf die Peroxyd- 
hemmung von Asciteszellen. 


Anaerobe Glykolyse: ——-—; Atmung: ----- = Peroxyd allein; 
» = Peroxyd nach Vorinkubation mit je 10fachem Gentian an ‘Nicotinabarennid. 


Aus Abb.1 geht hervor, daB bei Maleinperester in allen untersuchten 
Inhibitorkonzentrationen die Vorinkubation mit 10fachem UberschuB 
an Nicotinsiureamid nichts an dem Ausmaf der Hemmeffekte andert. 
Fiir die Atmung und die anaerobe Glykolyse sind die Hemmkurven mit 
und ohne Nicotinsiureamid identisch. Zugleich zeigt Abb. 1 sehr deutlich, 
daB dieser Inhibitor die Atmung stets stirker hemmt als die Glykolyse. 
Aus Abb. 2 ergibt sich dagegen, daB bei einer Konzentration des Bis- 
hydroxymethyl-peroxyds von 10-m eine Abschwachung des Hemm- 
effektes durch Nicotinsiiureamid zwar noch nicht erkennbar ist, daB aber 
die Konzentrationen 2 und 5: 10-4 nach Vorinkubation mit Nicotin- 
siureamid eine deutliche Abschwichung der Giirungshemmung, 
die Konzentration 5-10-4m der Atmungshemmung zeigen. Be- 
zichungen zwischen Hemm- und Schutzwirkung sind bei einer Kon- 
zentration von 10-4m nicht mehr zu sichern, da die Hemmeffekte dann 
zu gering sind. Aus Versuchen mit abgestuften Nicotinsiureamid-Kon- 
zentrationen (1- bis 100facher UberschuB) geht jedoch hervor, daB die 
Schutzeffekte des Nicotinsiiureamids auch dann verschwinden, wenn — 
unabhingig von der Bis-hydroxymethyl-peroxyd-Konzentration — die 
Nicotinsiureamid-Konzentration auf Absolutwerte von 10-°m oder 
weniger gesenkt wird. Offenbar reicht in diesem Falle die Nicotinsiure- 
amid-Konzentration als solehe nicht mehr aus, um die fermentative 
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DPN®-Synthese merklich zu beschleunigen. Abb. 2 zeigt auBerdem, caf 
Bis-hydroxymethyl-peroxyd — umgekehrt wie der Maleinperester — 
die Glykolyse stets stiirker hemmt als die Atmung. 

Vergleicht man damit die in Tab. 6 mitgeteilten MeBergebnisse, 
wonach der Maleinperester die DPN®°-Konzentration nicht herabsetzt, 
wiihrend Bis-hydroxymethyl-peroxyd sie meist unter die Erfassungs. 
grenze senkt, so bestatigen Abb. 1 und 2 das oben aufgestellte Allgemcin- 
prinzip: Danach kann Nicotinsiureamid nur dann Anti-Inhibitor- 
Effekte zeigen, wenn der Inhibitor die DPN°-Konzentration herab- 
setzt. Das Beispiel des sehr starken Inhibitors Bis-hydroxymethyl- 
peroxyd zeigt dariiber hinaus (s. Abb. 2), daB hier die Schutzeffekte des 
vorinkubierten Nicotinsiureamids nur bei bestimmten ,,mittleren‘ [n- 
hibitorkonzentrationen bemerkbar sind. 


6. Persauerstoffverbindungen im Katalasetest 

Bei den vorstehend beschriebenen Inhibitorversuchen ergaben sich 
keine sicheren Anhaltspunkte fiir eine Beeintriichtigung der Effekte der 
Persauerstoffverbindungen durch eine etwaige Katalaseaktivitit der 
Asciteszellen. Trotzdem war es im Hinblick auf Versuche am Ganztier 
erwiinscht, das Verhalten der gepriiften Persauerstoffverbindungen 
gegen Katalase kennenzulernen (Versuchsanordnung s. Methodik). Ks 
zeigte sich, wie aus Tab. 7 hervorgeht, daB die Peroxohydrate simtlich 
katalaseempfindlich sind; unter den gewiihlten Versuchsbedingungen 
wurden innerhalb einer Stunde 50 bis 80% des Persauerstoffs enzymatisch 
freigesetzt. In seltenen Fillen war die Geschwindigkeit der Sauerstoff- 
abgabe herabgesetzt, z. B. bei dem Trigonellin-peroxohydrat (1: 2). Die 
besonders starke glykolysehemmende Wirkung (Tab. 1) dieses Peroxo- 
hydrates hiingt méglicherweise mit seiner geringeren Katalaseempfind- 
lichkeit zusammen. Die organischen Peroxyde dagegen verhalten 
sich im Katalasetest umgekehrt wie die Peroxohydrate. Sie zeigen bei 
einstiindigem Kontakt mit Katalase keinerlei Sauerstoff-Freisetzung. 
Eine Ausnahme bildet das 1-Hydroxy-iithyl-hydroperoxyd, welches von 
Katalase angegriffen wird. 

Die katalaseresistenten Peroxyde sind zum Teil sehr energisch und 
rasch reagierende Oxydationsmittel. Deshalb war zu befiirchten, daB sie 
im Katalasetest das Ferment bis zur Vernichtung seiner Aktivitat 
schiidigen kénnten. Eine derartige, nur vorgetiiuschte Katalaseresistenz 
schlossen wir dadurch aus, daB wir zur Kontrolle gleichzeitig oder nach 
Beendigung des einstiindigen Testes dem fermentativen Ansatz Histidin- 
oder Carbamid-peroxohydrat zugaben. Die prompt einsetzende und ty- 
pisch ablaufende Sauerstoff-Freisetzung zeigte, dal} das Peroxyd die Ka- 
talase nicht inaktiviert hatte. Lediglich die Capronpersiiure fiihrte zu 
einer Aktivititsminderung, jedoch nicht zum volligen Aktivitatsverlust 
der Katalase; denn die nachtriigliche Kontrolle des Ansatzes mit einem 
Peroxohydrat lieferte héhere Anteile an freigesetztem Sauerstoff, wenn 
die Katalasemenge erhéht wurde. 
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Tab. 7. Verhalten von Persauerstoff-Verbindungen gegeniiber Katalase. 
100°, = vdllige Freisetzung des ber. Per-O-Gehaltes. 




















: Freigesetztes akt.O in % nach: 

Persauerstoff-Verbindung : 
10 Min. 30 Min. 60 Min. 

H,0O, . DOT ease oe 23 40 63 
Carbamid- peroxohydrat eee Sper ets 45 69 87 
Histidin-peroxohydrat. . ..... 33 57 7 
Picolinséure-peroxohydrat . . . 33 59 73 

pL-1.2-Bis-[pyridyl(4) ]- ely kol-peroxo- 

hydrat. . . 34 59 74 
Trigonellin-pe roxohydrat (1: 2). Gr ce % 9 13 21 
12 19 22 

Caprylpersfure.......... 0 0 0 
saures Diglutar-peroxyd. ... . : 0 0 0 
saures tert.-Butyl-malein-peroxyd. 0 0 0 
1-Hydroxy-athyl-hydroperoxyd . 25 47 53 
21 37 62 
tert.-Butyl-hydroperoxyd ..... 0 0 0 
Bis-hydroxymethyl-peroxyd ... . 0 0 0 

Diskussion 


Mit der vorliegenden Arbeit setzen wir unsere vorangehenden 
Untersuchungen!-* iiber die Inhibitoreffekte von Zinkverbindungen, 
Alkylierungsmitteln und Persauerstoffverbindungen fort. Im Schrifttum 
konnten wir keine Anhaltspunkte dafiir finden, daB organische Per- 
sauerstoffverbindungen bereits an Asciteszellen gepriift wurden. 
Lediglich die Hemmeffekte des gew6hnlichen H,O, wurden im Zusam- 
menhang mit der Deutung cytostatischer Strahlenwirkungen an Ascites- 
zellen studiert: 

Warburg?® vertritt die Ansicht, daB ,,die selektive Schiidigung von 
Krebszellen durch Réntgenstrahlen eine Schidigung durch H,O, ist“‘. 
Er konnte zeigen, daB die Effekte einer Réntgenbestrahlung von Krebs- 
zellen in gleicher Weise auch durch H,O, hervorgerufen werden. Dabei 
ist die gegeniiber Normalzellen héhere Strahlenempfindlichkeit von Krebs- 
zellen zwanglos dadurch erklirbar, daB die letzteren weniger Katalase 
enthalten. Holzer und Frank? kamen ebenfalls zu dem Ergebnis, daB 
H,O, in Konzentrationen, wie sie auch bei der Réntgenbestrahlung ent- 
stehen kénnen, die Lebenstitigkeit von Krebszellen hemmt. Holzer 
und Mitarbeiter?! konnten entsprechende Hemmeffekte auch dann er- 
zielen, wenn H,O, erst im Versuchsansatz durch die Reaktion von 
Methylenblau mit Sauerstoff entstand. Fiir die Réntgenbestrahlung als 

19 O. Warburg, W.Schréder, H.Gewitz u. W. Vélker, Naturwissen- 
schaften 45, 192 [1958]. 


20 H. Holzer u. 8. Frank, Angew. Chem. 70, 570 {1958}. 
21 P. Glogner, H. Wolf u. H. Holzer, Biochem. Z. 382, 407 [1960]. 
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solche*? wie fiir die Hemmversuche mit H,O,1*-*! ist dabei sichergestellt, 
daB die auftretende Glykolysehemmung sowohl zum Absinken der DPN®. 
Konzentration als auch der GAPDH-Aktivitat fiihrt. Durch Vorinkuba. 
tion mit Nicotinsiureamid lit sich in jedem Falle diese Glykolyse. 
hemmung aufheben2® 22; 23, 


Wie die vorliegenden Befunde ergeben, kénnen die Hemmwvir. 
kungen organischer Peroxohydrate von denen des H,O, stark ab- 
weichen; so zeigen einige der von uns neu dargestellten Peroxohydrate 
gegeniiber Asciteszellen Hemmeffekte, die weit iiber diejenigen des ein. 
fachen H,O, hinausgehen. Warburg’® hat gezeigt, daB die cytostatischen 
Effekte von Réntgenstrahlen an Asciteszellen durch vorherigen Zusatz 
von Katalase verhindert werden. Nach unseren obigen Befunden be. 
steht jedoch auch die Méglichkeit, daB die Réntgenbestrahlung nicht nur 
zur Entstehung von einfachem H,0,, sondern zugleich auch zur Bil- 
dung erheblich starker wirksamer organischer Perexohydrate fihrt. 
Denn auch diese werden durch Katalase zersetzt (s. Abschnitt 6). Da- 
gegen schlieBen die Versuche von Warburg die Méglichkeit aus, daB die 
Réntgenbestrahlung von Asciteszellen zur Bildung cytostatisch wirk- 
samer organischer Peroxyde fiihrt, denn diese sind fast durchweg 
katalaseresistent (s. Abschnitt 6). 


In noch héherem MaBe als bei den Peroxohydraten wird bei den 
organischen Peroxyden die cytostatische Wirkung von der chemi- 
schen Struktur des organischen Restes bestimmt. Es entspricht den Er. 
wartungen, daB rasch zerfallende Peroxyde — wie z. B. die Percarbon- 
siuren und gewisse Diacylperoxyde — im serumfreien Medium die 
Asciteszellen stark, im serumhaltigen dagegen nicht schidigen. Nur Per- 
oxyde mit gut maskiertem Fersauerstoff kénnen in Serumanwesenheit 
cytostatische Effekte entfalten; jedoch sind — wie unsere Ergebnisse 
zeigen — von diesen ausreichend stabilen Peroxyden die meisten gegen- 
iiber Asciteszellen unwirksam, obwohl sie von Katalase nicht 
angegriffen werden. Unsere vorliegenden Befunde (s. z. B. Tab. 3) 
lassen erkennen, welchen Schwierigkeiten der Versuch einer Klirung der 
Zusammenhiinge zwischen Struktur und Wirkung hier begegnet. 


Das Verhalten des Bis-hydroxymethyl-peroxyds einerseits, 
des sauren tert.- Butyl-malein-peroxyds andererseits verdient be- 
sondere Beachtung, weil dieses Substanzpaar die naheliegende Vermu- 
tung widerlegt, da grundsitzlich die cytostatischen Peroxydeffekte 
stets in die gleiche Richtung gehen. Die aufschluBreiche Gegeniiber- 
stellung der Substrat- und DPN®-Konzentrationen nach Einwirkung 
dieser beiden Inhibitoren (Tab. 6), das unterschiedliche Verhalten bei 
Vorinkubation mit Nicotinsiureamid (Abb. 1 u. 2), die gegensitzliche 


22 H. Maas, G. Rathgen, H. Kiinkel u. G.Schubert, Z. Naturforsch. 
13b, 735 [1958]. 
23 M. Panlitschko u. F. Seelich, Biochem. Z. 333, 78 [1960]. 
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Bevorzugung von Atmungs- bzw. Glykolysehemmung (Tab. 1, Abb. 1 
und 2) zeigen, daB die intrazelluliren Effekte organischer Peroxyde sehr 
differenziert sind. Nimmt man das Dibenzoyl-peroxyd und die 
Benzoyl-acyl-peroxyde hinzu, so hat man einen dritten Peroxydtyp 
mit ginzlich anderer Wirkungsrichtung. Denn wiihrend die erstgenannten 
beiden Inhibitoren starke Hemmwirkungen in der Glykolysekette ent- 
falten, inhibieren die Benzoylperoxyde selektiv die Atmung und beein- 
trichtigen weder die Glykolysefermente noch die DPN®-Synthese bei 
Peroxyd-Konzentrationen, welche die Atmung praktisch véllig zum Er- 
liegen bringen. 

Die intrazelluliren Angriffspunkte der organischen Persauerstoff- 
verbindungen sind noch nicht geniigend bekannt. Man wird jedoch in 
erster Linie die Oxydation labiler Enzym-Thiolgruppen anzunehmen 
haben. Fast alle der von uns beobachteten Hemmeffekte sind wenigstens 
z.T. durch die Schidigung von SH-Fermenten erklarbar, wie es z. B. 
fiir Fermente der Glykolysekette sichergestellt ist!. Auch die Vermin- 
derung der DPN®-Konzentration — soweit vorhanden — liBt sich hypo- 
thetisch auf eine oxydative Inaktivierung von solchen SH-Fermenten 
zuriickfiihren, die etwa an der DPN®-Synthese beteiligt sind. Der An- 
griffspunkt des selektiv die Atmung hemmenden Benzopersiurerestes 
dagegen entzieht sich bisher allen Deutungsversuchen. Es besteht die 
Méglichkeit, daB neben den labilen Thiolgruppen noch weitere Grup- 
pierungen mit Persauerstoffverbindungen reagieren, jedoch liegen dafiir 
keine sicheren Anhaltspunkte vor. Die Oxydation des Ringstickstoffs 
in Pyridinderivaten erscheint uns unwanrscheinlich, die Oxydation von 
Imidazolderivaten dagegen méglich. 


Die Annahme, da die organischen Persauerstoffverbindungen in 
erster Linie reaktionsfihige Thiolgruppen angreifen, erlaubt eine zwang- 
lose Erklirung der parallelen Effekte SH-alkylierender Reagenzien. 
Jodessigsiiure und N-Athyl-maleinimid, Lost- und Athylenimin-Derivate 
fiihren an Asciteszellen zu Glykolysehemmungen mit Senkungen der 
DPN®-Konzentration und Schidigungen der Glykolysefermente, wie 
man sie in ihnlicher Weise auch mit einigen organischen Peroxyden (s.0.) 
erzielen kann. Da diejenigen Persauerstoffverbindungen, die die DPN®- 
Konzentration senken, durch Nicotinsiureamid ebenso wie die SH- 
Alkylierungsmittel ihre Wirkung verlieren, liegt die Annahme nahe, da 
hier die Angriffspunkte die gleichen sind. Dariiber hinaus finden wir 
jedoch bei organischen Peroxyden Hemmwirkungen, die den Alkylie- 
rungsmitteln fehlen. 


Die organischen Persauerstoffverbindungen bilden fiir stoffwechsel- 
chemische Untersuchungen an lebenden Zellen eine Verbindungsklasse, 
die sich nicht nur durch zahlreiche chemische Variationsméglichkeiten 
auszeichnet, sondern die auch — wie die vorgelegten Ergebnisse zeigen — 
sehr verschiedenartige und spezifische Wirkungen auf den Zellstoff- 
wechsel ausiiben kann. 
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Zusammenfassung 







: — : ' of t 

Die Einwirkung organischer Peroxohydrate und Peroxyde auf effec 
Ascites-Krebszellen erstreckt sich — je nach der Struktur des organischen 

Restes — von fehlender bis zu totaler Hemmung auf Atmung und anae. poe 


































robe Glykolyse. abol 


Organische Peroxohydrate, wie z. B. die bisher nicht be- iia 
kannten des Trigonellins oder 1.2-Bis-[pyridyl-(4)]-glykols, entfalten dic wl 
z. T. erheblich héhere Hemmeffekte als H,O,. 5 

Unter den organischen Peroxyden besitzen diejenigen mit la- prac 
biler Struktur, z. B. Mono-percarbonsiuren und einige Diacylperoxyde, whic 
hohe Hemmeffekte, die jedoch im serumhaltigen Inkubations- not : 
medium vollig verschwinden. Das Dibenzoyl-peroxyd sowie die Benzoyl- 
acyl-peroxyde, deren Synthesen beschrieben werden, zeigen bei fast oxid 
fehlender Glykolysehemmung starke Atmungshemmung. vatiy 

Die tert.-Butyl-persiureester von Mono- und Dicarbonsiuren benz 
zeigen praktisch keine Inhibitoreffekte mit Ausnahme des sauren vatiy 
tert.-Butyl-malein-peroxyds, welches hohe, durch Serumanwesen- 
heit nicht beeintrichtigte Hemmeffekte gegeniiber Atmung und Glyko- dehy 
lyse besitzt. in gl 

Von den MHydroxyalkyl-peroxyden sind wirksam das fruct 
1-Hydroxy-iithyl-hydroperoxyd sowie vor allem das Bis-hydroxy- in tl 
methyl-peroxyd und einige seiner Derivate. Synthetisiert und ge- struc 
priift wurden die einseitig und beiderseitig substituierten n- und tert.- . 
Butyl-, Piperidyl-, Benzamino-, Diithylamino-, Dicyclohexylamino., cuba 
Glycin- und Harnstoffderivate. amid 

Die Aktivititen der Gly kolysefermente in Asciteszellen sind nach on it 
Einwirkung organischer Persauerstoffverbindungen vor allem bei Gly- 
cerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, weniger bei Aldolase und all tl 
Milchsiure-Dehydrogenase herabgesetzt. Zugleich findet man Anstau 
von Fructose-1.6-diphosphat und Triosephosphat sowie meist eine Herab- a 


setzung der DPN®-Konzentration. Diese Effekte wechseln je nach 
der Struktur des eingesetzten Peroxyds. 

Vorinkubation der Asciteszellen mit labilen Schwefelverbin- 
dungen fiihrt zu Schutzeffekten. Vorinkubation mit Nicotinsaure- 
amid fiihrt nur dann zur Minderung der Hemmeffekte, wenn die be- 
treffende Persauerstoffverbindung — allein gegeben — die DPN?®- 
Konzentration senkt. 

Die meisten organischen Peroxohydrate werden durch Katalase 
zerlegt, fast alle der gepriiften organischen Peroxyde sind gegen Katalase 
resistent. 

Summary 


The action of peroxohydrates and peroxides on respiration and 
glycolysis in ascites tumour cells varies from total inhibition to no 
action, depending on the structure of their organic residues. 
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Organic peroxohydrates, e. g. the hitherto unknown peroxohydrates 
of trigonelline or 1,2-bis-(4-pyridyl)-glycol, have a greater inhibitory 
effect than just H,QO,. 

The more labile organic peroxides, e. g. monopercarboxylic acids and 
some diacyl peroxides, exhibit a strong inhibition, which is completely 
abolished in serum-containing incubation media. Dibenzoyl peroxide and 
benzoyl acyl peroxides (syntheses are described), have almost no effect 
on glycolysis, but strongly inhibit respiration. 

Mono- and dicarboxylic acid esters of tert.-butyl peracids exert 
practically no inhibition, with the exception of tert.-butyl maley! peroxide, 
which strongly inhibits respiration and glycolysis, and whose action is 
not affected by serum. 

Amongst the hydroxyalkyl peroxides, 1-hydroxyethyl hydroper- 
oxide and especially bis-(hydroxymethyl)-peroxide and some of its deri- 
vatives, are active inhibitors. The n- and tert.-butyl, piperidyl, 
benzamino, diethylamino, dicyclohexylamino, glycine and urea deri- 
vatives have been prepared as mono and bis compounds, and tested. 

Organic peroxides inhibit particularly glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase and to a lesser extent aldolase and lactic dehydrogenase 
in glycolysis in ascites cells. There is a concomitant accumulation of 
fructose-1,6-diphosphate and triose phosphate and usually a decrease 
in the concentration of DPN®. These effects vary according to the 
structure of the peroxide. 

Ascites cells are protected from peroxide inhibition by prior in- 
cubation with labile sulphur compounds. Prior incubation with nicotin- 
amide decreases the inhibition only in those cases where the peroxide 
on its own decreases the DPN® concentration. 

Most organic peroxohydrates are decomposed by catalase. Almost 
all the tested organic peroxides are not attacked by catalase. 


Prof. Dr. Dr. Giinther Weitzel, Physiologisch-Chemisches Institut der Uni- 
versitat Tiibingen, Gmelinstr. 8. 
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Uber den Abbau des Nicotins durch Bakterienenzyme, IP} 


Isolierung und Charakterisierung eines 
nicotinabbauenden Bodenbakteriums 


Von 
Horst Eberwein*, F. Arnold Gries und Karl Decker 


Aus dem Chemischen Universititslabcratorium Miinchen, Institut fiir Biochemie, 
und dem Max-Planck-Institut fiir Zellchemie, Miinchen 


(Der Schriftleitung zuzgegangen am 3. Januar 1961) 


Der biologische Abbau des Nicotins ist aus verschiedenen Griinden 
von Interesse; in erster Linie findet er im Hinblick auf die starken 
pharmakologischen Wirkungen Beachtung, die das weitverbreitete Ge- 
nuBgift im menschlichen und tierischen Organismus entfaltet. Da nur 
etwa 10% des zugefiihrten Alkaloids unveriindert in den Ausscheidungs- 
produkten erscheinen, der Hauptanteil dagegen, und zwar vorwiegend 
in der Leber, abgebaut wird?, gewinnt die Erforschung der enzym- 
chemischen Reaktionen, welche die Oxydation der Nicotinmolekel ein- 
leiten, besondere Bedeutung. 


Die iiberwiegende Mehrzahl friitherer Untersuchungen zu diesem Problem 
beschrankte sich auf die Isolierung und Identifizierung von Ausscheidungs- 
produkten nach Gaben von Nicotin. So fanden McKennis und Mitarbeiter® im 
Urin von Saugern y-Methylamino-y-[pyridyl-(3) |-buttersiure bzw. Cotinin. Studien 
von Frankenburg etal. iiber die Umwandlung des Alkaloids durch Tabak- 
blatter fihrten zum Nachweis von Nicotin-N-oxyd, Propyl-[pyridyl-(3) ]-keton, 
Methyl-[pyridyl-(3) ]-keton, Nicotinsiureamid, .V-Methyl-nicotinséureamid! und 
Cotinin®. In Blattinfusen wurde durch bakteriellen Abbau [$-Carboxy-athyl]- 
[pyridyl-(3)]-keton® und y-Methylamino-propy] ]-[pyridyl-(3)]-keton — sowie 

* Die Arbeit enthalt Teile der Diplomarbeit (1959) und der Dissertation 
(1960) (beide Naturwiss. Fakultat, Universitat Miinchen) von H. Eberwein. 

1 Uber unsere Arbeiten zu diesem Thema wurde eine vorlaufige I. Mitteil. 
gegeben: K. Decker, H. Eberwein, F. A. Gries u. M. Briihmiiller, diese Z. 
319, 279 [1960]. 

2 E. Werle, H.Schievelbein u. D.Spieth, Arzneimittelforsch. 5, 265 
[1956]; A.W. Miller u. P.S. Larson, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 109, 
218 [1953]. 

3H. McKennis jr., L. B. Turnbull u. E.R. Bowman, J. Amer. chem. 
Soc. 79, 6342 [1957]; 80, 6597 [1958]; dieselben, IV. Internat. Kongr. Biochem., 
Wien 1958, Abstr. 14—37, Pergamon Press, London 1958. 








1 W.G. Frankenburg, A. M. Gottscho, A. A. Vaitekunas u. R.N. Za- 
charius, J. Amer. chem. Soc. 77, 5730 [1955]. 

5 W.G. Frankenburg, A. M. Gottscho u. A. A. Vaitekunas. J. Amer. 
chem. Soc. 79, 149 [1957]. 

6 E. Wada, Arch. Biochem. Biophysics 72, 145 [1957]. 
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[p-Carboxy-athy]]-[6-hydroxy-pyridyl-(3)]-keton®:? aufgefunden, die beiden letz- 
teren V erbindungen auch mit Reinkulturen von Pseudomonas-Arten®§, 








































Anhand dieser Ergebnisse wurden verschiedene Abbauwege vor- 
geschlagen, die jedoch wenig gesichert sind und sich zum Teil auch wider- 
[} sprechen (vgl. 1. c.6). Eindeutige Aussagen waren mit gréBerer Wahr- 
scheinlichkeit durch das Studium der enzymatischen Einzelreaktion in 
einem léslichen System zu erwarten. Erste Versuche dieser Art wurden 
von Werle® durchgefiihrt, der einen Abbau von Nicotin durch Leber- 
homogenate beobachtete. In neuester Zeit untersuchten Hucker, Gi- 
lette und Brodie!® die Umwandlung des Nicotins zu Cotinin durch 
Lebermikrosomen. 

Wir haben unsere enzymchemischen Untersuchungen an Bakterien 
begonnen, in der Annahme, da Mikroorganismen, die ihren Energie- 
bedarf durch Nicotinoxydation decken, eine besonders hohe Aktivitit 
des nicotinabauenden Enzy msystems aufweisen. Unabhingig von uns 
wurden Studien mit Enzymen eines nicotinoxydierenden Bakteriums auch 
von Hochstein und Rittenberg™ durchgefiihrt. 


ns In dieser Arbeit wird iiber die Isolierung und Charakterisierung 
ur eines Mikroorganismus berichtet, der auf L-Nicotin als einziger Kohlen- 
15. stoff- und Stickstoffquelle wiichst. Der Gaswechsel beim Abbau von 
nd Nicotin und strukturverwandten Basen durch Frisch- und Trockenzell- 
n- suspensionen wird untersucht, die Isolierung und Eigenschaften eines 
” von wachsenden Bakterien ausgeschiedenen, typischen blauen Farbstoffs 
beschrieben. 

ms Methodik 

im Nicotin-Standardmedium wurde hergestellt, indem 50 ml Stammlésung 
en mit 2,0 g L-Nicotin versetzt, auf px 6,5 mit Salzsaiure eingestellt und mit dest. 
uk- Wasser auf 1 / mg ey wurden. Die Stammlésung enthielt pro Liter: 0,75 g CaCl, 


mn, 4,58 g Borsaiure, 3,5 g ZnSO, - 7 H,O, 0,222 g Na-Molybdat, 0,22 g FeSO, - 7 H,O, 
nd 0, 24 g MnSO, - 7 H,0, 0,1 g. CuSO, - 5 H,0, 0,106 g CoSO, - 7 H,0, 2,0 g KH, PO, 


1}; 20 g MgSO, - 7 H., 0,7 7,5 g ‘Athylendiamin- tetraacetat. 
vie Zur Herstellung von Agar-Platten setzte man dem fliissigen Medium 2°; 


reinen Agar-Agar zu. 
Fliissige Medien wurden einmal, feste Medien im Abstand von 24 Stdn. 3mal 
je 30 Min. im Dampfsterilisator (Fa. Kiister, Berlin) autoklaviert. 





nil. Die Herstellung von Medien mit anderen Substraten erfolgte in analoger Weise. 
Z, Anreicherungskultur: 100 ml Nicotin-Standardmedium wurden aerob mit 
10 g Komposterde bei 30° inkubiert. Nach dem Auftreten einer deutlichen Triibung 
65 wurde auf neues Medium iiberimpft und dieser Vorgang noch 3mal wiederholt. 
9, Danach lieB sich der schnell wachsende Organismus auf festen Nahrbéden im Ver- 
diinnungsverfahren in reiner Form gewinnen. Die mikroskopische Untersuchung 
“6 7 T. Tab uchi, J. agric. chem. Soc. Japan 29, 222 [1955]. 


8 W.G. Frankenburg u. A. A. Vaitekunas, Arch. Biochem. Biophysics 
58, 509 [1955]; J. W. Hylin, Arch. Biochem. Biophysics 83, 528 [1959]. 


a: * E. Werle, H.Schievelbein u. D.Spieth, Arzneimittelforsch. 6, 322 
_ p [1956}. 
me 10 H. B. Hucker, J.R.Gilette u. B.B. Brodie, J. Pharmacol. exp. 


Therapeut. 129, 94 [1960]. 
1 L. I. Hochstein u. 8. C. Rittenberg, J. biol. Chemistry 234, 151 [1959]. 
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einzelner Kolonien ergab einen morphologisch einheitlichen Stamm leicht ge. 
kriimmter Stabchen. Als Stammkulturen dienten Agar-Platten, auf denen die Bak. 
terien bei Aufbewahrung zwischen 0 und +4° mehrere Monate generationsfihig 
blieben. 

Zur Gewinnung groBer Bakterienmengen wurde von den Stamm. 
kulturen in kleine Volumina fliissigen Mediums iiberimpft, in steigenden Mengen 
angeziichtet und schlieBlich mit etwa 5/1 einer Zellkultur in der logarithmischen 
Wachstumsphase 401 Medium inokuliert. Man beliiftete die Kulturen pro Vol. 
Medium mit 3—5 Vol. Luft in der Minute bei 30°. Am Ende der logarithmischen 
Phase (in der Regel nach 40—50 Stdn.) wurden die Bakterien geerntet; bebriitete 
man solche Kulturen weiter, so degenerierten die Zellen und nahmen irreversibe| 
den von ihnen ausgeschiedenen blauen Farbstoff auf. Sie waren dann fiir Ntoff- 
wechseluntersuchungen nur mehr bedingt brauchbar. Da auch die Farbstoffbildung 
am Ende des logarithmischen Wachstums einen Maximalwert erreichte, eigneten 
sich solche Kulturen gleichzeitig zur Anreicherung der Pigmente (s. u.). Die Ge. 
winnung der Mikroorganismen erfolgte mit Hilfe einer CEPA-Durchlaufzentrifuge 
(44000 x g); die Zellen wurden mehrere Male mit 0,02m Kaliumphosphat-Puffer, 
pu 6,5, bei 0° auf der Zentrifuge (Servall SS-3) gewaschen bis das Waschwasser 
nahezu farblos war. Die so erhaltene, hellgelbe Bakterienmasse konnte unmittelbar 
als ,,.Ruhezellen‘‘ verwendet werden; bei —17° waren die Bakterien ohne Verlust 
der Enzymaktivitaét monatelang haltbar. 

Zur Herstellung von Trockenzellen wurden frisch geerntete und gewaschene 
Bakterien in dest. Wasser aufgeschwemmt und lyophilisiert. 

Bei der Aufstellung der Wachstumskurve ermittelten wir die Zelldichte 
durch Triibungsmessung. Da die Gegenwart der blauen Pigmente eine direkte Be. 
stimmung unmdglich machte, wurden jeweils 2-m/-Proben steril aus dem Medium 
entnommen, und 5 Min. bei 20000 x g zentrifugiert, die Zellen mit dest. Wasser 
auf der Zentrifuge gewaschen und sodann in 4,0m/ Wasser homogen aufge. 
schwemmt. Die Triibung dieser Suspension wurde bei 691 mu und 10 mm Schicht- 
dicke gegen Wasser gemessen. Die Bestimmung war mit Suspensionen eingewogener 
Trockenzellen geeicht worden. 

Die Farbstoffkonzentration konnte im Uberstand direkt gegen eine 
Vergleichslésung (unbeimpftes Medium) bei 10 mm Schichtdicke und 578 my ge- 
messen werden. 

Zum Nachweis des Nicotins wurde ein Aliquot des Uberstandes unter 
Kiskiihlung mit festem Kaliumhydroxyd versetzt und mit Ather erschépfend per- 
foriert (ungefahr 2 Stdn.). Der Ather wurde mit wenig 0,01n HCl 3mal ausge- 
schiittelt, die waBr. Phasen im Vak. von geléstem Ather befreit, sodann auf 10 ml 
mit Wasser aufgefiillt und der Nicotingehalt durch Absorptionsmessung bei 260 mu 
ermittelt. Den Berechnungen lag ein molarer Extinktionskoeffizient des Nicotins 
von ¢ = 3,02 - 108 [em? - Mol~!] zugrunde?. 

Tsolierung des blauen Farbstoffs: a) Das tiefblaue Filtrat eines Kultur- 
mediums (px 6,6) wurde mit 4 g Carboraffin Cy, ,,// verriihrt. Die Kohle wurde 
von der farblosen Lésung abgetrennt, mit reichlich Wasser gewaschen und sodann 
bis zur vollstandigen.Elution des Farbstoffs portionsweise mit wassergesatt. Phenol 
verrithrt. Die vereinigten Phenolausziige wurden unter Zusatz von wenig Wasser 
mehrmals mit Ather geschiittelt und die war. Farbstofflésung im Vak. zur Trockne 
gebracht. Dabei schied sich der Farbstoff als festes schwarzglinzendes, amorphes 
Produkt ab. 


b) Eine alternative Méglichkeit bestand darin, das Kulturfiltrat — gegebenen- 
falls nach Konzentrieren im Vak. — mehrere Stunden gegen flieBendes dest. Wasser 
zu dialysieren und den nicht dialysablen Hauptteil des Farbstoffs durch Zugabe von 

122 M.L.Swain, A. Eisner, C.F.Woodward u. B.A. Brice, J. Amer. 
chem. Soc. 71, 1341 [1949]. 
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Abbau des Nicotins durch Bakterienenzyme, IT 


4 Vol. Athanol/tert.-Butanol 1: 1 zu fallen. Nach Umfallen aus dem gleichen Lé- 
sungsmittel wurde das Pigment im Vak. getrocknet. 

Mit einem nach a) aus ausgewachsenen Kulturen isolierten Farbstoff wurde 
die spezifische Extinktion bei 540 my zu 15,5 [cm? - mg~!] in waBr. Losung, py 7,0, 
ermittelt. 

Die Reduktion des Farbstotfs erfolgte durch katalytische Hydrierung mit 
dem Platinkatalysator nach Adams unter H,-Atmosphare oder durch Zugabe von 
Zinkstaub und Eisessig unter anaeroben Bedingungen zu der wa8r. Farbstofflé- 
sung . 

Papierchromatographie der blauen Pigmente erfolgte auf Papier Schlei- 
cher & Schill, 2043b ,,mit HCl gewaschen*, mit tert.-Butanol/Wasser 15: 40 auf- 
steigend bei 25°. Die Farbflecke wurden mit 0,1 Phosphatpuffer, px 6,8, eluiert. 

Fiir die Papierelektrophorese stand ein Pherograph-Original-Frankfurt, 
nach Wieland und Pfleiderer zur Verfiigung. 

L-Nicotin (Th. Schuchardt, Miinchen) wurde durch Vakuumiestillation 
(Sdp.,9 117°) gereinigt. 

pL-6-Hydroxy-nicotin stellten wir nach Tschitschibabin und Krissa - 
now! dar. Schmp. 104—105° (Kofler). 

6-Hydroxy-nicotinsaure wurde aus Apfeisiure nach Pechmann"™ ge- 
wonnen. Schmp. 303° (Zers.). 

Fiir optische Untersuchungen standen das Spektralphotometer PMQ II 
(Zeiss) und das Photometer ,,Eppendorf* zur Verfiigung. 


pu-Messungen wurden bis pq 9 mit Glaselektroden, bei héheren Werten 
mit Spezialindikatorpapieren ausgefiihrt. 


Ergebnisse 


Durch Anreicherungskulturen auf fliissigen und festen Nicotin-Salz- 
Medien wurde aus Bodenproben ein aerober, nicotinabbauender Mikro- 
organismus rein isoliert. Es handelt sich um ein Bakterium, das auf 
Grund der bakteriologischen Klassifizierung als Arthrobacter oxydans zu 
bezeichnen ist. 

Der Mikroorganismus stimmte in nahezu allen Eigenschaften mit einem von 
Sguros!5 als Arthrobacter oxydans gekennzeichneten Rakterium iiberein; es fehlte 
ihm im Gegensatz zu diesem lediglich die Fahigkeit, aus Fructose und Saccharose 
Saure zu bilden, sowie Nitrat zu Nitrit zu reduzieren. 

Optimales Wachstum auf dem Standardmedium (s. Methodik) er - 
reichte man bei 28—30° und pg 6,5—6,6. Nicotin stellte unter diesen 
Bedingungen die einzige Kohlenstoff- und Stickstoff-Quelle dar, es 
wurde wiihrend des Wachstums verbraucht und war in ausgewachsenen 
Kulturen nicht mehr nachweisbar. Hiiufig lie8 sich in der logarithmischen 
Phase voriibergehend eine Substanz spektralphotometrisch nachweisen, 
die ein typisches Zweibandenspektrum mit hohen Maxima bei 230 und 
295 mu aufwies. Bei der Ziichtung auf festen oder fliissigen Naihrbéden 
schieden die Bakterien in typischer Weise einen intensiv blauen Farb- 


83 A. E. Tschitschibabin u. A. W. Krissanow, Ber. dtsch. chem. Ges. 
57, 1163 [1924]. 
MH. v. Pechmann u. W. Welsh, Ber. dtsch. chem. Ges. 17, 2384 [1884]. 
15 P.L. Sguros, J. Bacteriol. 69, 28 [1955]. 
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Ziichtete man den Mikroorganismus unter Standardbedingungen, so erhielt 
man aus 1 J Nahrmedium durchschnittlich 1,5 g Feuchtzellen und 500 mg Farbstoff. 
Sowohl die Pigmentbildung als auch das Zellwachstum wurden durch die Zusammen- 
setzung des Nahrmediums beeinfluBt. Bei Fehlen der Spurenelemente waren 
Bakterienwachstum und Farbstoffausscheidung reduziert. Ein Gehalt von 0,05°, 
Ammoniumchlorid oder 0,1°%%, Glucose bewirkte dagegen eine betrachtliche 
Zunahme der Zellteilungen und der Pigmentproduktion (Abb. 2). 

Hefeextrakt beschleunigte das Wachstum zwar ebenfalls, jedoch wurden, 
nach anfanglicher Ausscheidung der blauen Farbstoffe, bereits nach wenigen 
Stunden nur noch groBe Mengen braun-griin gefarbter Substanzen gebildet. 

Neben L-Nicotin kann A. orydans auch 6-Hydroxy-nicotin als 
alleinigen Nihrstoff verwerten; auf Agarplatten, die diese Substanz als 
Substrat enthielten, begann schon wenige Stunden nach der Beimpfung 
unter Bildung des typischen Farbstoffs ein iippiges Wachstum. Auch auf 
6-Hydroxy-nicotinsiiure-Nihrbéden war eine Zellvermehrung moglich; 
doch bedurfte es einer liingeren, etwa 30- bis 40stdg. Induktionsperiode, 
ehe die Bildung gelb-weiffer Kolonien einsetzte. Farbstoffe wurden auf 
diesem Medium nicht gebildet. Auf Glucose, Ammoniumsalz und Spuren- 
elementen wuchs das Bakterium nach sehr kurzer Anlaufzeit vorziiglich, 
Farbstoffe traten, wie zu erwarten, unter diesen Bedingungen nicht auf. 
Dagegen wurden 2-Hydroxy-nicotin und Nicotinsiiure von A. oxydans 
nicht verwertet. Beimpfte man fliissige Medien, die an Stelle von Nicotin 
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gereinigten blauen Bakterienfarbstoff enthielten, blieb der Farbstoff- 
gehalt, gemessen an der Extinktion bei 550 my, wihrend mehr als 
8 Stdn. unverandert. 
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Abb. 2. Zellvermehrung (a) und Farbstoffbildung (b) in frisch beimpften Kulturen 
bei verschiedener Zusammensetzung der Nahrmedien. 
I: Standardmedium; IT: ohne Spurenelemente; 200 mg%, L-Nicotin mit Salzsiure 
neutralisiert und mit 0,lm Phosphatpuffer auf px 6,6 eingestellt; III: Standard- 
medium mit Zusatz von 50 mg% (NH,),SO,; IV: Standardmedium mit Zusatz 
von 200 mg, p-Glucose. 
Es wurden jeweils 100ml Medium mit gleichen Mengen Inokulum beimpft. 


Ruhezellen von A. oxydans waren in der Lage, auBer L-Nicotin auch 
6-Hydroxy-nicotin, Prolin und y-Methylamino-buttersiure zu oxydieren, 
wihrend Inkubation mit 2-Hydroxy-nicotin, Nicotinsiure, 6-Hydroxy- 
nicotinsiure, Pyridin, Hygrin und «-Pyridon zu keiner Sauerstoff- 
aufnahme fiihrte. Das gleiche Ergebnis wurde mit lyophilisierten Trocken- 
zellen erhalten. 


Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chemie. 323 16 
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Quantitative manometrische Bestimmungen der Sauerstoffaufnahme 
und der Kohlensiureproduktion durch Ruhezellen boten erste Anhalts. 
punkte iiber den Umfang des Abbaus von Nicotin. Da bei diesen Experi. 
menten die Spurenelemente fehlten und die Versuchsdauer durch niedere 
Substratkonzentrationen kurz gehalten wurde, trat keine meBbare Zell. 
vermehrung ein, so da8 ein reiner Ruhestoffwechsel vorlag. Unter diesen 
Bedingungen beobachteten wir eine kontinuierliche Sauerstoffaufnahme, 
die gegen einen Endwert von 5,8+-0,5 wMol Sauerstoff/wMol L-Nicotin 
konvergierte. Die Kohlendioxydentwicklung war dagegen am Anfang 
des Versuches verlangsamt; bei Versuchsende waren etwa 2,4+-0,5 uMol 
CO,/uMol L-Nicotin gebildet worden. Die im Vergleich zur Sauerstoff- 
aufnahme verzégerte CO,-Entwicklung bei der Substratatmung zeigte 
sich deutlich an der zeitlichen Anderung des respiratorischen Quotienten, 
der im Verlauf der Reaktion von 0,256 auf 0,56 bis 0,57 zunahm (s. Ta- 
belle). Ohne Zusatz von Nicotin fanden wir eine endogene Atmung, die 
von Anfang an mit einem RQ von 0,50 — 0,58 ablief. 


Der respiratorische Quotient bei der Nicotinoxydation durch Ruhezellen. 
Ruhezellen (entsprechend 36mg Trockengewicht) wurden in 0,05m Kalium- 
phosphat-Puffer, pH 7,0, suspendiert. Gesamtvolumen 2,2 m/l; 30°. Sauerstoff- 
aufnahme und Kohlensaureentwicklung wurden mit der Warburg-Technik gemessen. 





























17 «Mol L-Nicotin ohne Substrat 
9 AO + ACO AO + ACO 
aie yMol | pMol | 2¢ uMol | Mol RQ 
14 5,75 1,42 0,25 1,76 0,83 0,50 
30 12,00 4,38 0,36 3,54 1,83 0,52 
60 23,40 8,25 0,35 6,40 3,57 0,56 
90 34,60 14,60 0,42 9,35 6,15 0,65 
120 44,50 19,85 0,49 12,10 7,00 0,58 
180 59,00 30,00 0,51 16,50 9,50 0,58 
240 67,70 39,00 0,57 20,50 12,00 0,58 
300 74,00 | 41,50 056 || — nat es 








Der Abbau des Nicotins, sowohl durch wachsende als auch ruhende 
oder lyophilisierte Zellen, ist stets von der Bildung blauer Pigmente be- 
gleitet. Bei wachsenden und ruhenden Zellen schwankte das AusmaB der 
Farbstoffproduktion erheblich. Quantitativ reproduzierbare Werte er- 
hielt man nur bei Versuchen mit Trockenzellen. Da durch die Gefrier- 
trocknung die Durchlissigkeit der Zellwiinde erhéht wird, konnte man 
bei diesem Material zusiitzlich damit rechnen, da Zwischenprodukte 
des Nicotinabbaus in das Inkubationsmedium austreten. Die Farbstoff- 
bildung war bereits nach 10—15 Min. nachweisbar und erreichte nach 
10 Stdn. ihren Maximalwert, die entstandene Menge wurde durch op- 
tische Messung bei 540 mu ermittelt ; als BezugsgréBe diente ein an einem 
gereinigten Farbstoffpriiparat ermittelter spezifischer Extinktions- 
koeffizient (siehe Methodik). In dem in Abb. 3 wiedergegebenen Experi- 














Bd. : 


men 
2,36 
ware 
stof! 





Abb. 


50 mg 
phosy 
6 Std: 
zusati 
spekt: 
mit 0 


phot 
zung 
(Abb 
die n 
das | 
Dure 
stark 
diese) 
sich 

kenne 





ime 
Its- 
eri. 
ere 
ell. 
sen 
ne, 
tin 
ung 
Tol 
ff. 
ste 
CN, 














243 





Bd. 323 (1961) Abbau des Nicotins durch Bakterienenzyme, IT 





ment betrug die Pigmentbildung 0,736 mg/m/, das sind insgesamt 
236mg. Da 3,24 mg L-Nicotin in den Versuch eingesetzt worden 
waren, fand man etwa 73% (bezogen auf das Gewicht) als Farb- 
stoff wieder. 



































Abb. 3.: Optischer Nachweis von Zwischenprodukten der Farbstoffbildung aus 
L-Nicotin durch lyophilisierte Trockenzellen- 
50mg Zellen, 20 uMol t-Nicotin (mit 1n HCl neutralisiert), 200 wMol Kalium- 
phosphat-Puffer, pq 6,6, Volumen 3,2 m/l. Kurve I wurde nach 3, Kurve II nach 
6Stdn. Inkubationsdauer aufgenommen. Der Hemmversuch (Kurve IIT) enthielt 
zusiitzlich 20 uMol KCN. Inkubation aerob bei 30°. Zur Messung der Absorptions- 
spektren wurden 0,2 ml entnommen, zentrifugiert, vom klaren Uberstand 0,02 ml 
mit 0,01m Phosphatpuffer, py 6,8 auf 5 ml aufgefiillt und bei 10 mm Schichtdicke 
gegen Pufferl6sung photometriert. 


Der Nachweis von Zwischenprodukten gelang durch spektral- 
photometrische Messung des Reaktionsansatzes. Im Verlauf der Umset- 
zung traten voriibergehend charakteristische Absorptionskurven auf 
(Abb. 3). Die Gipfel bei 320 my (Kurve I) und bei 260 my (Kurve II), 
die nach etwa 3 bzw. 6 Stdn. ihre Hoéchstwerte erreichten, weisen auf 
das Vorliegen von zwei Zwischenprodukten der Farbstoffbildung hin. 
Durch Zusatz von Cyanid wurde die Farbstoffbildung in Trockenzellen 
stark gehemmt; sie betrug bei 6,25 - 10-3m KCN lediglich 45°,. Unter 
diesen Bedingungen hiufte sich ein weiteres Zwischenprodukt an, das 
sich durch ein starkes Absorptionsmaximum bei etwa 280 my zu er- 
kennen gab (Kurve IIT). 


16* 
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Die Isolierung des blauen Farbstoffs aus dem Medium wurde 
dadurch erschwert, daB er weder aus wibriger Lésung noch aus lyopliili- 
sierter Trockenmasse in eines der gebriuchlichen organischen Lésungs. 
mittel iibergefiihrt werden konnte. Eine teilweise Reinigung des Farb. 
stoffs gelang entweder durch Adsorption an Aktivkohle und an. 
schlieBende Elution mit wassergesiittigtem Phenol oder durch Dialyse 
und anschlieBende Fallung mit Athanol-tert.-Butanol-Gemischen. Man 
erhielt bei beiden Verfahren ein schwarzblau glinzendes amorphes Pro. 
dukt. Die Substanz wanderte im elektrischen Feld anodisch. Sie wurde 
aus wiBrigen Lésungen durch In HCl in rotbraunen Flocken ausgefiillt, 
die in einem Puffer von pg 6,8 oder in wibriger Hydrogencarbonat. 
lésung mit der urspriinglichen blauen Farbe in Lésung gingen. In kon. 
zentrierter Schwefelsiure léste sich das Pigment reversibel mit organge. 
roter Farbe. Der gereinigte Farbstoff besitzt in waibBriger Lésung ein 
charakteristisches, pu-abhingiges Spektrum (Abb.4). Bei px 6,8 
(Kurve III) liegt eine breite Absorptionsbande zwischen 530 und 600 my 
(Maximum bei 565 mu) und ein Gipfel bei 332 mu. Die Schulter bei 
260 mu weist méglicherweise auf eine durch die hohe Endabsorption 
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Abb. 4. Absorptionsspektren des isolierten Bakterienfarbstoffes, oxydierte und 
reduzierte Form, in waBriger Lésung (27,1 y/ml). 

T: in 0,ln NaOH; IT: in 0,1n HCl; III: in 0,1m Phosphatpuffer, px 6,85; IV: mit 

KBH, reduziert, in Phosphatpuffer, py 6,85. Ablesung bei 10 mm Schichtdicke 

gegen die farbstofffreie Vergleichslésung. 
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verdeckte, weitere Absorptionsbande hin. Der Farbstoff zeigte ein aus- 
gesprochenes Redoxverhalten. Die reversible Reduktion gelang durch 
katalytische Hydrierung sowie mit Zinkstaub und Eisessig. Die dabei 
entstandene Leukoverbindung wurde bei Luftzutritt augenblicklich re- 
oxydiert. Mit Dithionit und Kaliumborhydrid konnte man den Farbstoff 
ebenfalls reduzieren, jedoch war die Reaktion nur teilweise reversibel. 
Das Spektrum der Leukoverbindung (Kurve IV) ist durch ein starkes 
Maximum bei 342 mu gekennzeichnet und ihnelt darin demjenigen des 
Farbstoffes in 0,1ln NaOH (Kurve I). 

Bei der Papierchromatographie in tert.-Butanol/Wasser trennte sich 
das Farbstoffgemisch in verschiedene Zonen auf, insbesondere in friihen 
Wachstumstadien beobachtete man bis zu vier scharf getrennte blaue 
Flecken (Rr 0,45; 0,52; 0,70; 0,84) und eine weitwandernde rotviolette 
Zone (Rx 0,88). In ausgewachsenen Kulturen war neben dieser rot- 
violetten Zone nur noch ein blauer Fleck (Rr 0,60—O0,80) nachweisbar. 
Die Absorptionsspektren der verschiedenen blauen und der rotvioletten 
Komponente glichen sich im UV-Bereich hinsichtlich der Lage ihrer 
Maxima; im langwelligen Bereich bestanden jedoch Unterschiede: die 
rein blauen Substanzen absorbierten bei 570 bis 590 my, der rotviolette 
Anteil bei 540 mu. Durch Dialyse gegen destilliertes Wasser lie8 sich ein 
gewisser Trennungseffekt erzielen, doch bestand sowohl der diffusible 
als auch der nicht diffusible Anteil noch aus einem Gemisch mehrerer, 
papierchromatographisch unterscheidbarer Komponenten. Die rot- 
violette und mindestens eine blaue Komponente waren stets auch in den 
gereinigten Priparaten nachweisbar. Eine derartige Charge besal die 
Elementarzusammensetzung: C 47,32%, H 4,83%, N 9,88%, O 37,97% 
(als Differenz), entsprechend einem Atomverhiltnis von C:H:O:N 
= 5,59 : 6,79 : 3,36: 1. 

Diskussion 


Bei der Durchsicht der in der Literatur beschriebenen Produkte des 
Nicotinstoffwechsels erkennt man folgende grundsiitzlichen Méglich- 
keiten des Abbaus: ein erster Weg beginnt mit einem Angriff am Pyrro- 
lidinring der Molekel; der Abbau des Pyridinrings erfolgt meist erst auf 
der Stufe der Nicotinsiiure. Als Mechanismen des primiiren Angriffs 
werden die Oxygenierung (N-Oxyd-Bildung), die Dehydrierung (N- 
Methyl-myosmin-Bildung) und hydrolytische Spaltungen diskutiert ; die 
Sprengung des Pyrrolidinrings kann dabei sowohl zwischen den Atomen 
l’ und 2’ (z. B. Bildung von y-Methylamino-propyl-[pyridy1-(3) |-keton) 
als auch zwischen den Atomen 1’ und 5’ erfolgen (z. B. Bildung von 
y-Methylamino-y-[pyridyl-(3) ]-buttersiiure und Cotinin). Ein weiterer 
Weg setzt mit dem chemischen Angriff am Pyridinring ein, wobei in 
«-Stellung eine Hydroxylgruppe eingefiihrt wird; die Hydroxylierung 
des Pyridinrings ist vom Abbau der Nicotinsiure her bekannt!®. Wihrend 
die an tierischen Organismen durchgefiihrten Untersuchungen nur auf 


16 D, E. Hughes, Biochem. J. 60, 303 [1955]. 
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Oxygenierungsreaktionen hinweisen!®, scheinen im Bakterienreich alle 
erwihnten Reaktionsméglichkeiten vorzukommen. 

Uber die bislang zu Nicotinabbaustudien verwandten Bakterien. 
stimme kann wenig ausgesagt werden, da bakteriologische Klassifi- 
zierungen mit einer Ausnahme?’ nicht durchgefiihrt wurden; jedoch 
scheint es sich in vielen Fallen um Pseudomonas-Arten gehandelt zu 
haben. Auch das in letzter Zeit von Hochstein und Rittenberg" 
isolierte und als P 34 bezeichnete Bodenbakterium ist nicht niiher 
klassifiziert worden. Es unterscheidet sich von fast allen anderen, auf 
Nicotin \.achsenden Organismen in auffilliger Weise dadurch, dal} es 
keine dunklen Pigmente zu bilden scheint. 

Der von uns isolierte Organismus weist grofe Ahnlichkeiten mit der 
von Sguros?* isolierten Spezies Arthrobacter oxydans auf. Die mangelnde 
Fihigkeit zur Reduktion von Nitrat und zur Bildung von Saure aus 
Fructose und Saccharose sprechen fiir das Vorliegen einer Variante. Die 
Zugehorigkeit zur Spezies A. oxydans ist jedoch dadurch gesichert, da8 
beide Stiimme auf Nicotinnihrbéden den typischen blauen Farbstoff 
bilden, eine Fahigkeit, die bei keiner anderen, bisher beschriebenen Art 
von Arthrobacter nachgewiesen wurde. 

Das Bakterium wichst auch auf 6-Hydroxy-nicotin sehr rasch und 
unter reichlicher Farbstoffbildung, 2-Hydroxy-nicotin wird dagegen 
nicht verwertet. Dieses Verhalten liBt bereits die ausgeprigte Substrat- 
spezifitit des auf Nicotin adaptierten Organismus erkennen, die auch bei 
weiteren Wachstumsversuchen deutlich wurde; es liegt auch der Ge- 
danke nahe, in 6-Hydroxy-nicotin ein mégliches Zwischenprodukt des 
Nicotinabbaus zu sehen. Anders liegen die Verhiiltnisse bei der 6-Hy- 
droxy-nicotinsiure. Auch mit diesem Substrat ist ein Wachstum von 
A. oxydans méglich, jedoch setzt es erst nach einer langen Adaptionszeit 
ein und ist von keiner Pigmentbildung begleitet. Es ist demnach un- 
wahrscheinlich, daB der Nicotinabbau in den Stoffwechsel der 6-Hydroxy- 
nicotinsiure einmiindet, es sei denn, man deutet die ausgedehnte Ver- 
zogerungsphase als Induktionszeit einer Permease, die zum Transport 
des stark polaren Substrats notwendig ist. Gegen eine solche Annahme 
spricht allerdings die Beobachtung, dai auch lyophilisierte Trocken- 
zellen 6-Hydroxy-nicotinsiure nicht zu oxydieren vermégen. 

Versuche mit Ruhezellen bestitigten die Ergebnisse der Wachs- 
tumsversuche und boten einen weiteren Hinweis auf die mégliche 
Zwischenproduktnatur des 6-Hydroxy-nicotins. Besonders auffallend 
war die Zeitabhingigkeit der Sauerstoffaufnahme und der Kohlendi- 
xoydentwicklung, die sich in der Anderung des respiratorischen Quo- 
tienten widerspiegelt und darauf schlieBenliBt, da die ersten Phasen 
des oxydativen Nicotinabbaus ohne Bildung von Kohlendioxyd ablaufen. 

Ein charakteristisches Endprodukt des Nicotinstoffwechsels in 
A. oxydans sind die blauvioletten Pigmente. Eine Ausscheidung ahn- 


17 H. Bucherer, Zbl. Bakeriol., Parasitenkunde Infektionskrankh. Abt. II 
105, 166 [1942]; 105, 445 [1943]. 
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licher Farbstoffe wurde in fast allen Arbeiten beschrieben, die sich mit 
dem bakteriellen Nicotinabbau beschiftigten® 1* 1718. Weder bei Unter- 
suchungen an pflanzlichem (Tabakblatter) noch an tierischem Material 
(Leberhomogenate) wurde die Bildung dieser Farbstoffe beobachtet. 
Die Angabe®, daB es sich bei dem blauen Farbstoff um [f$-Carboxy- 
ithyl]-[6-hydroxy-pyridyl-(3) ]-keton handelt, ist wenig wahrscheinlich, 
zumal berichtet wird, daB diese Substanz nach mehrmaligem Umkristal- 
lisieren farblos wird. Die inzwischen gesammelten Erfahrungen iiber den 
EinfluB verschiedener Substituenten des Pyridinkerns auf die spektralen 
Eigenschaften schlieBen einen Zusammenhang zwischen einer tief blau 
gefiirbten Substanz und _ [§-Carboxy-athyl]-[6-hydroxy-pyridyl-(3) ]- 
keton aus. Der von uns isolierte Farbstoff verhalt sich hinsichtlich seiner 
pu-Abhingigkeit und seiner Redoxeigenschaften aihnlich wie das von 
Bucherer!’ beschriebene Pigment. Eine Kristallisation der blauen Sub- 
stanz war trotz weitgehender Reinigung nicht méglich. Das lag zum Teil 
an dem Léslichkeitsverhalten des Farbstoffs; hauptsichlich aber wohl 
daran, daB in unseren Priparaten ein Gemisch nahe verwandter Farb- 
stoffe vorliegt, wie die Beobachtungen bei der Papierchromatographie 
und der Dialyse zeigen. Da die Lage der Absorptionsmaxima bei den 
einzelnen blauen Komponenten gleich ist und lediglich das der violetten 
im langwelligen Maximum abweicht, kann man annehmen, daB allen 
Farbstoffen eine gleiche oder sehr ahnliche Grundstruktur zukommt und 
die Unterschiede lediglich in der Zahl der aggregierten Grundeinheiten 
bestehen. Diese Annahme steht in Ubereinstimmung mit den einheitlich 
sauren Eigenschaften des Gemisches bei der Elektrophorese. Sie kénnte 
auch eine Erklirung dafiir sein, daB in auswachsenden Kulturen die Zahl 
der chromatographisch nachweisbaren Farbkomponenten von 5 auf 
2 bis 3 abnimmt, obwohl die Pigmente auf Grund.der Wachstums- 
versuche als Stoffwechselendprodukte anzusehen sind. Aus der Ele- 
mentarzusammensetzung liBt sich weiterhin schlieBen, daB der Farbstoff 
einen hohen Oxydationsgrad aufweist. 

Das Ausma8 der Farbstoffbildung hingt von verschiedenen Be- 
dingungen ab. Von wachsenden Zellen werden 25—30 Gewichtsprozent 
des zugesetzten Nicotins als Farbstoff ausgeschieden. Bei Ruhezellen 
ist der Prozentsatz deutlich héher und erreicht bei lyophilisierten Trocken- 
zellen etwa 70%. Wir vermuten, daB sich der Abbauweg des Nicotins 
verzweigt in eine zum Farbstoff und eine in die Endoxydation fiihrende 
Reaktionsfolge, in deren Verlauf auch die nétigen Baustoffe bereit- 
gestellt werden kénnen. In der unterschiedlichen Farbstoffausbeute 
sehen wir das Wirken eines Regulationsmechanismus, der den Umfang 
der einzuschlagenden Wege dem jeweiligen Bedarf der Zelle anpaBt; in 
wachsenden und proliferierenden Organismen wird der gréBere Teil der 
Nicotinmolekel in den ,,oxydativen Weg‘‘ geschleust, wiihrend ruhende 
Zellen bei vermindertem Energiebedarf auf das groBe Substratangebot 








18 A. Wenusch, Z. Unters. Lebensmittel 84, 498 [1942]. 
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mit einer weitgehenden Umleitung in den ,,Farbstoffweg** antworten. 
Bei Trockenzellen, bei denen zweifellos ein verringerter Bedarf an end. 
ergonen Prozessen besteht, findet sich diese Tendenz noch verstiirkt, 
Wenn diese Vorstellung richtig ist, dann sollte der Zusatz einer weiteren 
Stickstoff- oder Kohlenstoffquelle zum Nicotinmedium, der einen Teil cles 
Energie- und Baustoffbedarfs decken kénnte, mehr Nicotin fiir die Farb. 
stoffbildung freigeben. Diese Uberlegung wird durch das Experiment be- 
stiitigt: der Zusatz von Glucose oder von Ammoniumsalzen fiihrt zu einer 
erheblichen Steigerung der Pigmentbildung und der Zellvermehrung. 

Bei den Versuchen an Trockenzellen konnten drei verschiedene 
Zwischenprodukte auf dem Wege zum Farbstoff optisch nachgewiesen 
werden. Zusammen mit dem im Wachstumsmedium durch Absorptions- 
maxima bei 230 und 295 mu erkennbaren Produkt gaben die Versuche 
an Zellsuspensionen erste Hinweise auf vier Zwischenprodukte des Ni- 
cotinstoffwechsels. Die einzelnen Abbaureaktionen. sollen in weiteren 
Versuchen an léslichen Enzymextrakten studiert werden. 


Herrn Prof. Dr. Dr. h. c. F. Lynen sind wir fiir zahlreiche Anregungen und 
sein stets erwiesenes Entgegenkommen besonders verbunden. Herrn Prof. Dr. 
O. Kandler, Miinchen, danken wir fiir die Durchfiihrung der bakteriologischen 
Untersuchung. Die Arbeiten wurden zum Teil mit Unterstiitzung der Deutschen 
Forschungsgemeinscbaft, Bad Godesberg, durchgefiihrt, wofiir an dieser 
Stelle gedankt sei. - 


Zusammenfassung 


Aus Bodenproben wurde ein Mikroorganismus isoliert, der bei Zu- 
satz von Spurenelementen in der Lage ist, auf L-Nicotin als einziger 
Kohlenstoff- und Stickstoffquelle zu wachsen. Es handelt sich um 
Arthrobacter oxydans, der bei Wachstum auf L-Nicotin typische blaue 
Pigmente ausscheidet. Die Bedingungen des Zellwachstums und der 
Farbstoffbildung wurden gepriift, die Eigenschaften der Pigmente sowie 
Verfahren zu ihrer Reinigung angegeben. Die Stoffwechselbilanzen des 
Nicotinabbaus gaben zusammen mit spektralphotometrischen Beob- 
achtungen erste Hinweise auf die Art der Abbaureaktionen und auf ver- 
schiedene Zwischenprodukte. 


Summary 


A soil microorganism has been isolated which, in the presence of 
trace elements, can utilize L-nicotine as its sole source of carbon and 
nitrogen for growth. It is Arthrobacter oxydans and produces a typical 
extracellular blue pigment when grown on L-nicotine. Conditions for 
growth and pigment production have been studied and the properties 
and purification procedure of the pigment are given. Preliminary in- 
formation on the type of breakdown reactions and the various inter- 
mediates was provided by metabolic balance studies and spectrophoto- 
metric observations. 


Dr. Karl Decker, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat Frei- 
burg i. Br., Hermann-Herder-Str. 7. 
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Uber den Abbau des Nicotins durch Bakterienenzyme, IIE! 
Stoffwechselstudien an zellfreien Extrakten 
Von 
Karl Decker, F. Arnold Gries und Margarete Briihmiiller 
Aus dem Chemischen Universitiitslaboratorium Miinchen, Institut fiir Biochemie, und dem Max 
Planck-Institut fiir Zellchemie, Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Dezember 1960) 


Kiirzlich teilten wir die Isolierung eines Bakteriums der Gattung 
Arthrobacter oxydans mit!, das befihigt ist, Nicotin abzubauen. Studien 
an intakten Zellen lieBen erkennen, dai die Umwandlung des Alkaloids 
durch oxydative Reaktionen eingeleitet wird. Die blauen Pigmente, die 
bei Ziichtung der Bakterien auf Nicotin als einzigem organischen Substrat 
in charakteristischer Weise auftreten, wurden beschrieben. 

In der vorliegenden Arbeit soll iiber die Gewinnung eines zellfreien 
Extraktes berichtet werden, der die Untersuchung von Einzelheiten des 
Nicotinabbaus gestattet. Mehrere Zwischenprodukte waren in ihrer zeit- 
lichen Aufeinanderfolge nachweisbar. Ferner konnten quantitative Be- 
stimmungsmethoden fiir das oxydierende System entwickelt, sowie die 
Substratspezifitét und der Cofaktorenbedarf der Reaktionen studiert 
werden. 

Methodik 
AufschluB von Bakterienzellen 
Alle Operationen wurden bei 0 bis + 2° vorgenommen. 


a) Mit dem Zellhomogenisator?: 5 g Feuchtzellen wurden mit 12 ml vor- 
gekiihltem 0,lm Kaliumphosphat-Puffer, py 6,5, und 35g Reflexperlen, GréBe 
31/12 (Dragonwerk Wild, Bayreuth) in der vorgeschriebenen, dickwandigen 50 ml 
Glasflasche unter Kiihlung mit CO,-Gas 2 Min. mit einer Frequenz von 4000/Min. 
geschiittelt. Der schaumige Aufschlu8 wurde 10 Min. bei 13000 xg zentrifugiert, 
der Niederschlag 3—5mal mit 7 bis 10 ml Puffer auf der Zentrifuge gewaschen und 
die vereinigten Uberstinde erneut 20 Min. bei 22000 xg zentrifugiert. Man erhielt 
etwa 40 ml eines klaren, gelben Enzymextraktes mit einem Gehalt von durch- 
schnittlich 5,5 mg Protein/ml. 


b) Durch Behandlung mit Ultraschall: Der Aufschlu8 erfolgte mit 
einem Durchlauf-Ultraschallgerat USIG 750 (Schoeller & Co., Frankfurt/Main). 
Feuchtzellen wurden in einer Konzentration von etwa 2°,, (bezogen auf den Pro- 

1 T. Mitteil.: K. Decker, H. Eberwein, F. A. Gries u. M. Briihmiiller, 
diese Z. 819, 279 [1960]; II. Mitteil.: H. Eberwein, F. A. Gries u. K. Decker, 
diese Z. $28, 236 [1961], voranstehend. 

2M. Merkenschlager, K. Schlossmann u. W. Kurz, Biochem. Z. 329, 
332 [1957]. 
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teingehalt) in 0,lm Kaliumphosphat-Puffer, py 6,5, suspendiert, im Durchlauf bej 
einer durchschnittlichen Verweildauer von 5 Min. beschallt und bei 22000 xg 
zentrifugiert. Der klar gelbe Uberstand enthielt etwa 4 mg Protein/ml. 

ce) Durch Verreiben mit Aluminiumoxydpulver: Frisch- oder Trocken. 
zellen wurden im Morser bei 0° mit der doppelten Menge Alumina A-303 (Alu. 
minium Company of America, Pittsburgh) und wenig 0,5m Kaliumphosphat.- 
Puffer, px 6,5, zu einer Paste geriihrt und 15 Min. verrieben. Nach Zugabe von ge. 
ringen Mengen Puffer wurde 3—5mal digeriert und zentrifugiert. Es resultierte eine 
Proteinlésung, die héchstens 10°, des eingebrachten Bakterienproteins enthielt. 

Der Vergleich der Enzymaktivitaéten der nach a bis ce gewonnenen Bakterien. 
extrakte erfolgte durch manometrische Messungen der Sauerstoffaufnahme. Die 
Ansatze enthielten in 1,9 ml: 2,0 uMol L-Nicotin, 1,0 4Mol Methylenblau und 
100 «Mol Kaliumphosphat-Puffer, py 6,8. Die Zeit bis zur Aufnahme von 0,5 Mol 
O,/uMol Nicotin wurde dem Aktivitatsvergleich zugrunde gelegt. 

Proteinbestimmungen erfolgten nach der Biuretmethode in der Modi- 
fikation von Biicher?® oder nach Warburg und Christian‘. 

Optischer Test der Nicotinoxydation: Der Testansatz enthielt 100 «Mol 
Kaliumphosphat-Puffer, py 6,8, 0,07 Mol 2.6-Dichlor-phenol-indophenol und 
Enzym bei einem Gesamtvolumen von 2,0 m/l. Vor Zugabe des Substrates 
wartete man ab (etwa 5 Min.), bis der Extinktionswert konstant war. Sodann 
startete man die Reaktion mit 1,0 “Mol L-Nicotin. Die Ablesungen erfolgten im 
Photometer Eppendorf bei 578 mu, 10 mm Schichtdicke und 25°. Die Extinktions. 
abnahme soll nicht mehr als 0,05/Min. betragen. Als Enzymeinheit ist diejenige 
Menge Protein festgelegt, die unter diesen Bedingungen eine Extinktionsabnahme 
von 0,001/Min. bewirkt. 

Ammoniak wurde nach Conway® in Warburg-GefaBen bestimmt. Wegen 
der ungiinstigen Geometrie erwies es sich als notwendig, die Diffusionsperiode auf 
15 Stdn. auszudehnen. Der Nachweis erfolgte optisch bei 436 mu mit Nesslers 
Reagenz. 

Papierchromatographie: Es wurde stets das Papier 2043b Mgl von 
Schleicher & Schill benutzt. Bei Verwendung von n-Butanol/EKisessig/Wasser 
10:1:3 wurde das Papier kurz zuvor mit 0,2m Natriumacetat-Puffer, py 5,6, 
bespritht und an der Luft getrocknet. Zum Vergleich der Oxydationsendprodukte 
von Nicotin und N-Methyl-myosmin wurden zusitzlich folgende FlieBmittel 
verwandt: wassergesétt. n-Butanol; Butanol/Benzol/0,2m Acetatpuffer, px 5,6, 
85:5: 30; tert.-Amylalkohol/0,2m Acetatpuffer, pa 5,6, 1:1; n-Butanol/Pyridin/ 
Wasser 3:1:3; mit 0,2m Acetatpuffer, py 5,6, gesaitt. n-Butanol; Methanol/Iso- 
amylalkohol/Benzol 31: 15: 50. Es wurde aufsteigend bei 25° chromatographiert. 

Substrate: t-Nicotin (Th. Schuchardt, Miinchen) wurde durch Vakuum- 
destillation (Sdp.,;) 117°) gereinigt. — pL-Nicotin wurde aus L-Nicotin nach 
Spath und Bretschneider® durch 70stdg. Erhitzen einer neutralen waBrigen 
Lésung auf 200° bereitet und wie angegeben aufgearbeitet. Das Praparat war 
optisch inaktiv. — Die Darstellung von Nornicotin erfolgte nach der Silberoxyd- 
Methode von Spath et al.’, Schmelzpunkt des Dipikrats 188—189°, Misch-Schmp. 
mit authent. Praparat 187—189°. — Anabasin wurde von der Firma C. Roth, 
Karlsruhe, bezogen. — Myosmin als Dipikrat stellte uns Herr Professor Dr. K uff- 
ner zur Verfiigung. 


3 Th. Biicher, G. Beisenherz, H.-J. Boltze, R. Czok, K. H. Garbade, 
E. Meyer-Arendt u. G. Pfleiderer, Z. Naturforsch. 8b, 555 [1953]. 

40. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 310, 384 [1941]. 

5 KE. J.Conway, zit. b. R.H. Kenten, in K. Paech u. M.V. Tracy, 
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N-Methyl-myosmin wurde aus Nicotinsiure-aithylester und 1-Methyl- 
pyrrolidon-(2)* synthetisiert. Die Weiterverarbeitung nach der Ketonspaltung des 
{1-Methyl-2-oxo-pyrrolidyl-(3) ]-[pyridyl-(3)]-ketons lieB sich in folgender Weise 
vereinfachen: Die stark salzsaure Lésung wurde im Vak. zur Trockne eingedampft, 
der braune Riickstand in 96proz. Athanol hei8 gelést und filtriert. Beim Abkiihlen 
schied sich das 3-[y-Methylamino-butyryl]-pyridin-dihydrochlorid in schénen 
Kristallen ab, die nach wiederholter Kristallisation einen Schmp. von 199° (ein- 
geschmolzen) besaBen, Die Substanz wurde in iiberschiiss. Lauge gelést, das sich 
abscheidende Ol in Ather aufgenommen, getrocknet und destilliert. N-Methyl- 
myosmin ging bei 78° (0,5 Torr) als schwach gelbes Ol iiber. 

L-Nicotin-[methyl-"C] stellten wir in Anlehnung an die von Spath und 
Zajic® beschriebene Methylierung von L-Nornicotin dar. 100 uC Paraformaldehyd 
84°,, radiochemischer Reinheit (Radiochemical Center Amersham, England) 
wurden nach Zusatz von 0,163 ml Wasser im Bombenrohr bei 100° (85 Stdn.) 
depolymerisiert. 

60mg Nornicotin wurden mit 50uMol Formaldehyd-["C] (3,9- 107 
Imp./Min.) in 0,15 ml Wasser sowie mit 0,048 ml 11,65m inaktiver Formaldehyd- 
lésung (560 Mol) versetzt und nach 15 Min. in Eis gekiihlt. Dann wurde 0,03 ml 
98proz. Ameisensdéure zugetropft, die Gasentwicklung durch Erwarmen auf dem 
Wasserbad zu Ende gefiihrt und der Ansatz nach Abschmelzen 15 Stdn. bei 90° 
gehalten. Das methylierte Produkt lie8 sich durch Wasserdampfdestillation aus 
stark alkalischer Lésung von nicht umgesetztem Nornicotin trennen; durch Zu- 
gabe von iiberschiissiger ]proz. Pikrinséurelésung zum Destillat fiel das Nicotin 
als Dipikrat aus. Nach einmaligem Umkristallisieren betrug dessen Schmp. 221 
bis 224°. Ausb. 154 mg Dipikrat (82°, der Theorie, bezogen auf Nornicotin). Die 
Radioaktivitaét betrug 0,985 - 105 Imp./Min. pro mg Dipikrat. 

Die Alkaloide wurden in der Regel in Form ihrer Pikrate aufbewahrt. Die 
Freisetzung der Basen erfolgte durch Zerlegen des Salzes mit 5proz. Salzsdure, 
Ausiithern der Pikrinséure, Alkalisieren mit festem Kaliumhydroxyd im Eisbad 
und Extraktion des Alkaloids mit Ather. 

Fiir die optischen Messungen standen das Photometer Eppendorf und das 
Spektralphotometer PMQ II der Firma Zeiss zur Verfiigung. Fiir die Auswertung 
der Versuche mit radioaktiven Isotopen verwendeten wir den MethandurchfluB- 
zihler FH 51 und den Radiopapierchromatographen FH 452 mit Schreiber PC 120 
in Verbindung mit dem Zahlgerét FH 49 der Firma Frieseke & Hoepfner, Erlangen. 
Die Schmelzpunktbestimmungen erfolgten, soweit nicht anders angegeben, mit 
dem Mikroheiztisch nach Kofler. 


Ergebnisse 


Zunichst haben wir verschiedene Verfahren zum AufschluB der 
Zellen auf ihre Wirksamkeit hin verglichen: die Zellzertriimmerung nach 
Merkenschlager et al.?, die Behandlung mit Ultraschall, den Auf- 
schluB von lyophilisierten Trockenzellen mit Aluminiumoxyd sowie von 
Feuchtzellen durch oftmaliges Gefrieren und Auftauen. Das Gefrier- 
verfahren ist beinahe wirkungslos; bei den iibrigen drei Methoden wurden 
annihernd gleiche spezifische Aktivititen des nicotinoxydierenden 
Systems gewonnen, jedoch verhielten sich die Gesamtausbeuten wie etwa 
10: 9:6. Wir haben deshalb unsere Untersuchungen mit einem ,,Roh- 
extrakt‘* begonnen, der durch die mechanische Zertriimmerung der Bak- 

8 E.Spath, J.P. Wibaut u. F. Kesztler, Ber. dtsch. chem. Ges. 71, 


100 [1938]. 
® EK. Spath u. E. Zajic, Ber. dtsch. chem. Ges. 68, 1388 [1935]. 
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terien und anschlieBendes Zentrifugieren bei 22000 x g (20 Min.) erhalten 
wurde. Auch der 100000 g-Uberstand (1 Stde.) besitzt in allen hier be- 
sprochenen Reaktionen volle enzymatische Wirksamkeit. Der Extrakt \ er- 
liert wihrend der Aufbewahrung bei 0° in 8 Tagen 60—70% seiner Akt ivi- 
tiit, ist jedoch bei —17° wochenlang ohne Verluste haltbar. Behandlung cles 
Rohextraktes mit Adsorptionskohle oder Dialyse gegen Athylendiamin- 
tetraacetat setzen die spezifische Aktivitit des nicotinoxydierenden 
Enzyms nicht herab. 

Im Gegensatz zu den Versuchen mit Ganzzellen ist bei der Inkubation 
von Rohextrakt mit Nicotin weder ein Sauerstoffverbrauch noch cine 
optisch meBbare Nicotinabnahme zu beobachten. Die Reaktion setzt 
jedoch sofort ein, wenn man Methylenblau zugibt (Abb. 1). 
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Abb. 1. Kinetik der Sauerstoffaufnahme (1—5) und Kohlendioxydentwicklung (6) 
bei dem Abbau von t-Nicotin durch Rohextrakt. 
Alle Ansiatze enthielten in 2,0 m/ Gesamtvolumen 0,5 m/ Enzymlésung, 100 «Mol 
Kaliumphosphat-Puffer, px 6,8, L-Nicotin und Methylenblau wie folgt: 




















Kurve: 1 | 2 3 4 | 5 6 
pMol t-Nicotin ......... 2 1 0,5 ] 2 2 
“Mol Methylenblau .......+/] 0,8 0,8 0,8 2 0 0,8 





Gasphase Luft, ¢ = 30°, alle Werte um die Leeratmung korrigiert. 


Daneben kénnen auch andere kiinstliche Elektronenacceptoren, wie 
z. B. Triphenyltetrazoliumchlorid, verwandt werden. Der Einelek- 
tronenacceptor Kaliumhexacyanoferrat(III) allein ist zwar unwirk- 
sam, in Verbindung mit einer katalytischen Menge eines Chinons wird 
dagegen eine rasche Nicotinoxydation méglich (Tab. 1). 2.6-Dichlor- 
phenol-indophenol eignet sich wegen seiner geringen Neigung zur Autoxy- 
dation und seinem hohen molaren Extinktionskoeffizienten besonders 
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gut fiir einen optischen Test (Abb. 2). Auf Grund der dargestellten Er- 
gebnisse wurde der unter Methodik angegebene Standard-Bestimmungs- 
ansatz gewiihlt. 


Tab. 1. Vergleich der Geschwindigkeit der Nicotinoxydation durch verschiedene 
Redoxsysteme. 
Bei den optischen Tests enthielten die 2-ml-Ansitze jeweils 100 uMol Kalium- 
phosphat-Puffer, py 6,8, 0,09 uMol L-Nicotin und 0,05 ml Enzymlésung (350 y 
Protein). d = 10mm, ¢ = 25°. Bei der Berechnung der Sauerstoffaiquivalente 
wurde fiir 2.6-Dichlor-phenol-indophenol ¢« = 1,67-107 [em?/Mol], und _ fiir 
K,[Fe(CN ),] ¢€ = 1,05- 10° [cm?/Mol] zugrunde gelegt. Bei dem Versuch mit 
Methylenblau enthielt der 2-m/-Ansatz 200 u.Mol Kaliumphosphat-Puffer, 0,3 ml 
Enzymlésung, 2,0 “Mol L-Nicotin und 5,4 4Mol Methylenblau. Die Sauerstoff- 
aufnahme betrug insgesamt 1,2 «Mol, so da} im wesentlichen nur der erste oxy- 
dative Schritt abgelaufen sein kann. Fiir den Vergleich der Oxydationsgeschwindig- 
keit wurden die Werte aus der linearen Phase der Sauerstoffaufnahme entnommen 
und auf 350 y Protein umgerechnet. 


















































Oxydationsmittel Ubertrager , in 1 Min. 
= “Mol/ r uMol/} [mpz} | 108+ | reduz. |verbraucht 
Name ml a ml "| AE | nMol |nAquiv. O 
2.6-Dichlor- 
phenol- 
indophenol 0,165 — — 578 16 1,92 1,92 
Methylenblau| 2,7 — — aa 2,62 
[Fe(CN),}®° | 0,50 — — 420 0 0 0 
[Fe(CN), 2° | 0,50 | 5.6-Dimethoxy-| 0,025] 420 4 
0,50 | 2-methyl-benzo-| 0,050} 420 8 7,6 3,8 
0,50 | chinon-(1.4)(Qo)} 0,100] 420 8 
[Fe(CN),}®@ | 0,50 | 1.4-Naphtho- 0,625} 420 4 
0,50 | chinon 0,200} 420 8 7,6 3,8 
0,50 0,400} 420 8 
[Fe(CN),®° | 0,50 | Benzo- 0,005 | 420 9 
0,50 | chinon- (1.4) 0,012} 420 18 17,1 8,55 
0,50 0,045 | 420 17 


Quantitative manometrische Experimente mit zellfreiem Extrakt 
gaben im Vergleich zu den Versuchen an intakten Zellen neue Gesichts- 
punkte iiber den Nicotinabbau. Unter den angegebenen Bedingungen 
wird selbst bei mehrstiindiger Versuchsdauer kein Kohlendioxyd ent- 
wickelt (Abb. 1); auch der Nachweis einer Bildung von Ammoniak nach 
der Conway-Methode war negativ. Die Sauerstoffaufnahme erfolgt bei 
Methylenblau-Konzentrationen von 0,2 bis 0,6 uMol/m/ kontinuierlich 
und kommt in stets reproduzierbarer Weise nach Verbrauch von sehr 
genau 1.5 wMol O,/uMol L-Nicotin zum Stillstand (Tab. 2). Durch hohe 
Konzentrationen an Methylenblau (iiber 0,8 ~Mol/m/) wird der Sauer- 
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Abb. 2. Geschwindigkeit der Nicotinoxydation in Abhangigkeit von den Reaktions- 
partnern. 


a) Abhangigkeit vom Nicotingehalt. Der 2-ml-Ansatz enthielt: 100 «Mol 

Kaliumphosphat-Puffer, py 6,8, 0,335 «Mol 2.6-Dichlor-phenol-indophenol, 0,04 ml 

Enzymlésung, L-Nicotin wie angegeben (in nMol/m/). ¢ = 25°, d = 10 mm. Da im 

Sattigungsbereich des Farbstoffs gearbeitet wurde, erfolgten die Ablesungen bei 
A = 510 mu. 


b) Abhangigkeit von der 2.6-Dichlor-phenol-indophenol-Konzentration. 
Der 2-ml-Ansatz enthielt: 100 4Mol Kaliumphosphat-Puffer, py 6.8, 0,02 ml 
Enzymlésung, 0,16 “Mol L-Nicotin, 2.6-Dichlor-phenol-indophenol wie angegeben. 
t = 25°, d = 10 mm. Bei hohen Farbstoffkonzentrationen wurden die Ablesungen 
bei 510 my vorgenommen und die Extinktionsdifferenz auf 4 = 578my umgerechnet. 


c) Abhangigkeit von der Enzymmenge. Der 2-ml-Ansatz enthielt: 100 «Mol 
Kaliumphosphat-Puffer, px 6,8, 1,0 ~Mol L-Nicotin, 0,2 «Mol 2.6-Dichlor-phenol- 
jndophenol, Enzymmenge wie angegeben. ¢ = 25°, d= 10mm, 4 = 578 mu. 


d) Abhangigkeit vom px. Ansatz: 1,0 «Mol L-Nicotin, 0,2 «Mol 2.6-Dichlor-phenol- 
indophenol, 0,04 ml Enzymlésung, 150—250 «Mol Kaliumphosphat-Puffer des an- 
gegebenen px. t = 20°, d= 10mm, 4 = 578 mu. Da die spezifische Extinktion 
des Farbstoffs mit dem py veranderlich ist, wurde als Ma der Reaktionsge- 
schwindigkeit die in der Zeiteinheit reduzierte Menge Farbstoff gewahlt (¢ [578 my, 

pu 6,8] = 1,67 +107 [em?/Mol}). 
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stoffverbrauch auffallend reduziert. Nach einer schnellen Anfangs- 
reaktion erfolgt die weitere Sauerstoffaufnahme schleichend und betrigt, 
mit verschiedenen Enzymextrakten wechselnd, etwa 0,5—0,8 uMol 
0,/uMol L-Nicotin (Abb. 1). 


Tab. 2. Sauerstoffverbrauch bei der Oxydation verschiedener Basen durch Roh- 
extrakt in Gegenwart von Methylenblau. 
Die Sauerstoffaufnahme wurde in der Warburg-Apparatur gemessen. 2-m/-Ansiatze: 
200 «Mol Kaliumphosphat-Puffer, py 6,8, 0,5 ml Enzymlésung (2,7 mg Protein), 
0,8.Mol Methylenblau, Substrat wie angegeben. ¢ = 30°, Gasphase Luft. Die 
Reaktion war nach 20 bis 60 Min. abgeschlossen. Alle Werte sind um die Leer- 
atmung korrigiert. 

















Ditabent eingesetzt O, verbraucht g-Atom O/ 
‘ - “Mol mm? “Mol “Mol Substrat 
PICO 6. ee Sos. 0,5 17,4 0,775 3,10 
1,0 34,0 1,51 3,02 
2,0 68,5 3,05 3,05 
pL-Nicotin ...... 1,0 13,9 0,62 1,24 
N-Methyl-myosmin 1,0 22,0 0,98 1,96 
2,0 43,5 1,94 1,94 
Anabasin 1,8 20,6 0,92 1,02 
3,6 39,0 1,76 0,98 














Der Nachweis der zu erwartenden Zwischenprodukte war bei 
Unterbrechen der Reaktion zu verschiedenen Zeiten médglich. Die 
spektralphotometrischen Untersuchungen der entnommenen Proben 
sind in Abb. 3 dargestellt. Anfiinglich beobachtete man das Verschwinden 
der Absorptionsbande des Nicotins (Maximum bei 260 mu; Kurve 1); 
gleichzeitig trat das Spektrum einer neuen Substanz (I) mit ausgepragten 
Absorptionsmaxima bei 230 und 297 my auf (Kurve 2). Im Verlauf der 
Reaktion wurde dieses Produkt weiter umgewandelt, wobei mit zu- 
nehmender Endabsorption das kurzwellige Maximum bald nicht mehr 
erkennbar war und das langwellige unter geringer Verschiebung nach 
288 mu auf etwa den doppelten Wert anstieg (Kurve 3). Dieses Maximum 
kann einer Substanz III zugeordnet werden*. Wiihrend der Bildung 
von III trat ein weiteres Maximum bei 340 my auf, das einem Produkt IV 
zugeschrieben werden muB. Die Annahme, da3 die Absorptionsbanden 
der Kurve 3 auf der Anwesenheit zweier Substanzen beruhen, wird durch 
den starken Wechsel des Extinktionsverhiltnisses der Maxima bei 
288 mu und 340 mu im Verlauf der Reaktion gestiitzt und durch die 
papierchromatographischen Befunde (s. u.) bestiitigt. An der langsamen 
Rotverschiebung des langwelligen Maximums nach 358 my zeigt sich, 





fp . 4 = ° y . . i 
* Uber die Substanz II, die bei diesen Versuchen nicht nachweisbar ist, 
soll spiiter berichtet werden. 














956 K. Decker, F. A. Gries u. M. Briihmiiller, Bd. 323 (1961) 






































300 
A (mp) —— 

Abb. 3. Spektralphotometrischer Nachweis von Zwischenprodukten beim Abbau 

von L-Nicotin. 

Der 2-ml-Ansatz enthielt: 100 4Mol Kaliumphosphat-Puffer, py 6,8, 11 «Mol 

L-Nicotin, 1,24 «Mol Methylenblau, 0,2 m/ Enzymlésung. t = 25°. Jeweils 0,05 ml 

wurden mit 0,01m Phosphatpuffer, py 6,8 auf 20 m/ aufgefiillt. Die Ablesungen 

erfolgten bei 10mm Schichtdicke gegen eine Vergleichslésung, die alle Zusitze 

auBer Nicotin enthielt. Kurve 1 zu Beginn der Reaktion; Kurve 2 nach 3 Stdn.; 
Kurve 3 nach 9 Stdn.; Kurve 4 nach 20 Stdn. 


daB IV in einer weiteren Reaktion in ein Produkt V umgewandelt wird. 
Dariiberhinaus lieBen sich Anderungen des Spektrums nicht mehr be- 
obachten, auch wenn man den Versuch nach Zugabe frischen Enzyms 
stundenlang fortsetzte. Man findet V stets — und unter den angegebenen 
Bedingungen (vgl. Abb. 3) beinahe quantitativ — als Endprodukt, wenn 
man den Abbau des L-Nicotins durch Rohextrakt in Gegenwart hoher 
Konzentrationen an Methylenblau oder 2.6-Dichlor-phenol-indophenol 
vornimmt. 


Gleichzeitig mit der spektroskopischen Untersuchung wurden Proben 
papierchromatographisch analysiert. Parallel zu den spektralen Ande- 
rungen des Enzymansatzes beobachtete man im UV-Licht auf den Chro- 
matogrammen das Auftreten neuer Flecken: Zuniichst erschien neben 
dem hell fluoreszierenden Nicotin (Rr 0,55) eine dunkelblau wirkende 
Zone (Ry 0,34); wurde sie mit verdiinntem Puffer extrahiert, so fand 
man im Eluat das Spektrum der Substanz I. Entsprechend lieB sich 
einem rotviolett erscheinenden Fleck (2x 0,23) die Substanz IIT, einer 
stark absorbierenden Zone (Ry0,47) das Produkt V zuordnen. Die 
Substanz IV war chromatographisch nicht nachweisbar. Bei Verwendung 
des in der Methylgruppe mit 'C markierten L-Nicotins zeigte sich, dab 
alle Zwischenprodukte Radioaktivitit enthielten; nach beendigter Re- 
aktion fand sich das [sotop nur noch im Produkt V (Abb. 4). 
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Abb. 4. Papierchromatographischer Nachweis von Zwischenprodukten beim Abbau 
radioaktiv markierten Nicotins. 


Der 2-ml-Ansatz enthielt: 100 uMol Kaliumphosphat-Puffer, px 6,8, 1,24 «Mol 
Methylenblau, 1,06 uMol L-Nicotin-[methyl-“4C] (62000 Imp./Min.), 0,1 m/ Enzym- 
lésung. ¢ = 25°. Aus dem Reaktionsansatz wurden jeweils 0,2 mi entnommen, 
in 0,5 ml 96proz. Athanol pipettiert, kurz aufgekocht, klar zentrifugiert und 
die Lésung zur Chromatographie aufgetragen. Kurve A bei Reaktionsbeginn, 
Kurve B nach 12 Min., Kurve C nach 25 Min., Kurve D nach 70 Min. 


Zur Abgrenzung der Substratspezifitit des zellfreien Extraktes 
wurden neben L- und DL-Nicotin eine Reihe von Verbindungen gepriift. 
Prolin, B-Picolin, Nicotinsiure, Nicotinsiureamid, «-Pyridon, 6-Hydroxy- 
nicotinsiure und 6-Hydroxy-3-hydroxymethyl-pyridin reduzierten 2.6- 
Dichlor-phenol-indophenol im Standardansatz nicht, bzw. nahmen in 
Gegenwart von Methylenblau keinen Sauerstoff auf. Die dem Nicotin 
strukturverwandten Substanzen Nornicotin, N-Methyl-myosmin, My- 
osmin und Anabasin wurden im optischen Test mit annihernd gleicher 
Geschwindigkeit oxydiert wie jenes. Dagegen bestanden deutliche Unter- 
schiede hinsichtlich der Oxydationsendprodukte. Beim Abbau von DL- 
Nicotin fanden wir vorwiegend das Spektrum von I und in geringer 
Menge von V. Bei manometrischen Messungen wurde 0,6—0,9 “Mol 
0, /uMol DL-Nicotin aufgenommen (Tab. 2). Durch die Anwesenheit von 
D-Nicotin wird die Reaktionsfolge gehemmt und liuft offenbar, in Uber- 
einstimmung mit dem spektralen Befund, im wesentlichen nur bis zurStufe 
des Produkts I. Analoges gilt auch fiir die Oxydation des Anabasins 
durch Rohextrakt. Dieses Alkaloid, dessen Spektrum dem des Nicotins 
gleicht, wird in eine Verbindung umgewandelt, deren Absorptions- 
spektrum vollig dem der Substanz I entspricht (Abb. 5). Papierchromato- 
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Abb. 5. Absorptionsspektren von 
a-Pyridon, Anabasin und seinem 
Oxydationsprodukt. 

Kurve 1: 0,1 uMol «-Pyridon/ml 
in 0,02m Kaliumphosphat-Puffer, 
pu 6,8; Kurve 2: 0,25 wMol Ana- 
basin/ml in 0,02m Kaliumphos- 
phat-Puffer,; py 6,8. Beide Spek- 
tren wurden gegen Puffer gemes- 
sen. Kurve 3: 100 4Mol Kalium- 
phosphat-Puffer, py 6,8, wurden 
mit 0,1 «Mol Anabasin, 0,1 ml En- 
\ zymlésung und 0,2 “Mol 2.6-Di- 
\ chlor-phenol-indophenol in einem 
’ Vol. von 2,0 ml bei 25° inkubiert; 
\ nach 30 Min. wurde der Farbstoff 
\ mit Ather extrahiert, 1 ml entnom- 

\ men und mit 1 ml Puffer verdiinnt; 

‘ diese Lésung wurde gegen 1,95 ml 
; x Puffer + 0,05 ml Enzymlésung ge- 
220 260 300 U0 messen. d = 10mm. 

A (m4) —— 
































graphisch unterscheidet sich diese Substanz deutlich von I (Rr 0,5), 
besitzt jedoch die gleiche charakteristische Blauténung im UV-Licht wie 
diese. Die Annahme, daB beim Anabasin nur der erste oxydative Schritt 
abliuft, wird durch die in Tab. 2 wiedergegebenen Bilanzen gestiitzt. 


Bei der Oxydation des N-Methyl-myosmins durch den Enzymex- 
trakt werden zwei Aquivalente Sauerstoff verbraucht (Tab. 2). Wahrend 
des Reaktionsablaufs kann man Spektren nachweisen, die denen der 
Substanzen III und IV entsprechen. Bei Reaktionsende erhilt man ein 
Produkt, dessen UV-Absorptionsspektrum identisch ist mit dem der Sub. 
stanz V der Nicotinoxydation (Abb. 6). Auch bei der Papierchromatogra- 
phie in sieben verschiedenen Lisungsmitteln bestiitigte sich diese Identitiit. 


L-Nornicotin und Myosmin, deren Absorptionsspektren denen des 
Nicotins bzw. N-Methyl-myosmins sehr ihnlich sind, werden analog den 
methylierten Verbindungen abgebaut. Beide liefern das gleiche End- 
produkt. Dieses weist eine ahnliche spektrale Charakteristik wie Sub- 
stanz V auf, jedoch ist das langwellige Maximum nach 348 my ver- 
schoben. 
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Abb. 6. Absorptionsspektren von N-Methyl-myosmin und seinem Oxydationsprodukt. 
Kurve 1: 0,1 u~Mol N-Methyl-myosmin in 2,0 ml 0,02m Kaliumphosphat-Puffer, 
pu 6,8; gegen denselben Puffer gemessen. Kurve 2: Endprodukt der Oxydation 
von N-Methyl-myosmin: in 2,0 ml Gesamtvolumen wurden 100 Mo) Kalium- 
phosphat-Puffer, py 6,8, 0,025 w.Mol N-Methyl-myosmin, 0,1 m/ Enzymloésung, 
0,2 uMol 2.6-Dichlor-phenol-indophenol bei 25° inkubiert. Nach 8 Stdn. wurde der 
Farbstoff mit Ather extrahiert und der Ansatz gegen eine Vergleichslésung, die 
Puffer und Enzym enthielt,, gemessen. d = 10 mm. 


Diskussion 


Durch die Gewinnung eines enzymatisch wirksamen zellfreien 
Extrakts aus nicotinabbauenden Bakterien wurde es méglich, einen Ein- 
blick in die reaktionschemischen Details der Nicotinoxydation zu ge- 
winnen. Ahnliche Untersuchungen wurden unabhingig von uns auch von 
Hochstein und Rittenberg?® durchgefiihrt. Uber das von diesen 
Autoren als P-34 bezeichnete Bakterium liegen keine weiteren Angaben 
vor. Obwohl einige auffillige Unterschiede zu dem von uns isolierten 
Mikroorganismus bestehen, auf die noch eingegangen wird, scheint die 
Reaktionsfolge der ersten Abbauschritte in den Grundziigen in beiden 
Fiillen gleich zu sein. 

Der Nicotinabbau durch Rohextrakt unterscheidet sich in einigen 
Punkten deutlich von den Ganzzellexperimenten. So findet im léslichen 
System in Gegenwart von Sauerstoff allein kein Abbau des Alkaloids 


10 [,. I. Hochstein u.8.C. Rittenberg, J. biol. Chemistry 284, 151 [1959]. 
Li 
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statt. Man darf daraus folgern, daB infolge des Zellaufschlusses die At- 
mungskette unterbrochen ist und zumindest das erste dehydrierende 
Enzym nicht autoxydabel sein kann. Das augenblickliche Einsetzen des 
oxydativen Abbaus nach Supplementierung mit einem geeigneten Re. 
doxsystem, wie z. B. Methylenblau, zeigt, daB der lésliche Rohextrakt 
noch den gesamten fiir die Umwandlung des Nicotins in Produkt V ver. 
antwortlichen Enzymbestand enthilt. Die Tatsache, daB dialysierte oder 
kohlebehandelte Extrakte voll aktiv bleiben, ist deshalb von Interesse, 
weil sie eine Beteiligung dissoziabler Cofaktoren und damit auch Phos. 
phorylierungsprozesse, Dehydrierungen oder Oxygenierungsreaktionen 
durch Pyridinnucleotide in der hier besprochenen Reaktionsfolge aus- 
schlieBt. 

Unter unseren Versuchsbedingungen wurden sehr genau 1,5 uMol 
Sauerstoff/uMol Base verbraucht, so dali mit dem Ablauf von drei oxy- 
dativen Reaktionen gerechnet werden mu. Als Endprodukt findet man 
in solchen Ansitzen beinahe quantitativ die Substanz V, waihrend mit 
Ganz- oder Trockenzellen als Endprodukt stets groBe Mengen des schon 
friiher beschriebenen Farbstoffs auftreten. Es sei aber hier schon vorweg 
erwahnt, daB man unter variierten Bedingungen — von einem Abbau- 
produkt des Nicotins ausgehend — auch mit dem Rohextrakt die Bildung 
der blauen Pigmente erreichen kann. Dabei wird ein Teil der Kohlenstoff- 
atome und der Stickstoff des Pyrrolidinringes in Form einer nieder- 
molekularen Verbindung abgespalten und es treten neue spektral- 
analytisch nachweisbare Zwischenprodukte auf. Da weder die Bildung 
der blauen Pigmente noch unserer Substanz V von Hochstein und 
Rittenberg beschrieben wurden, scheinen diese beiden Reaktionswege 
in dem Bakterium P-34 nicht nachweisbar zu sein.* 

Auch die Kinetik der Nicotinoxydation durch zellfreie Extrakte von 
A. oxydans divergiert von den Resultaten der amerikanischen Autoren, 
die einen mehrphasigen Verlauf des Gesamtprozesses annahmen und 
dazu die Vorstellung entwickelten, dai jedes Zwischenprodukt erst dann 
abgebaut werden kénne, wenn das in der Reaktionsfolge vorausgehende 
vollig erschépft sei. Wir konnten eine Mehrphasigkeit der Sauerstoff- 
aufnahme nicht beobachten. Vielmehr ist bei den in Abb. 3 (Kurve 2 
und 3) sowie Abb. 4 (Chromatogramme B und C) dargestellten Ver- 
suchen das gleichzeitige Vorhandensein verschiedener Zwischenprodukte 
deutlich zu erkennen. 

Ein Vergleich der manometrischen Messung der Nicotinoxydation 
durch Ruhezellen! und durch den zellfreien Extrakt ergibt einen viermal 
héheren Sauerstoffverbrauch in Gegenwart der intakten Bakterien. 
Wihrend hierbei die Base — neben der Pigmentbildung — fast voll- 
stiindig veratmet wird, entsteht im Extrakt ein Endprodukt, das man 





* Anm. b. d. Korr.: Inzwischen ist uns eine Kurzmitteilung von S. H. Richard- 
sonu.8.C. Rittenberg (Bacteriol. Proc. 1960, P 65) zuganglich geworden, in der 
iiber das Auftreten von bei 360 und 345 mu absorbierenden Oxydationsprodukten 
des Nicotins berichtet wurde. 
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bei in-vivo-Versuchen nicht beobachtet; es erhebt sich also die Frage, 
ob die im zellfreien System ablaufende Reaktionsfolge dem Hauptweg 
des Nicotinabbaus in Ganzzellen entspricht, oder ob sie einen physio- 
logisch unbedeutenden, evtl. artifiziellen Nebenweg darstellt. Die Frage 
laBt sich fiir den ersten Reaktionsschritt durch kinetische Uberlegungen 
entscheiden: findet man mit Extrakt eine Geschwindigkeit der Nicotin- 
oxydation, die derjenigen ganzer Zellen etwa gleichkommt, so darf an- 
genommen werden, daB die im Rohextrakt ablaufende Reaktionsfolge 
auch in den intakten Zellen beschritten wird. Von 5 g wachsenden Bak- 
terien werden etwa 1,8—2,0 mMol Nicotin im Laufe einer Stunde um- 
gesetzt. Aus 5g Feuchtzellen gewinnt man einen Rohextrakt, der 
200000 Einheiten (Standard-Test) enthalt. Unter optimaler Konzen- 
tration an Farbstoff entspricht das einem Umsatz von etwa 1,9 mMol 
Nicotin pro Stunde. Somit erreicht die oxydative Kapazitit des Extrakts 
diejenige der Ganzzellen. Produkt I erfiillt die Voraussetzung fiir ein 
physiologisches Zwischenprodukt auch insofern, als sein Spektrum im 
Naihrmedium wachsender Bakterien voriibergehend nachzuweisen ist", 
es also in gréBeren Mengen sowohl gebildet als auch verbraucht wird. 

Wir hatten aus der Anderung des respiratorischen Quotienten 
bei friiheren Versuchen an Ganzzellen den SchluB gezogen', daB die 
ersten Abbaureaktionen unter Sauerstoffaufnahme, jedoch ohne CO,- 
Entwicklung verlaufen miiBten. Dies wird durch die manometrischen 
Versuche mit Rohextrakt bestatigt und mag als weiterer Hinweis dafiir 
gelten, daB die im léslichen System beobachtete Reaktionsfolge dem 
Vorgang in vivo entspricht. 

Entsprechende Experimente mit intakten Zellen veranlaBten uns, 
Versuche iiber den Abbau strukturverwandter und méglicherweise als 
Zwischenprodukte in Frage kommender Substanzen mit dem Roh- 
extrakt durchzufiihren. Da fiir den Abbau alkylierter Amine allgemein 
die N-Dealkylierung als einleitende Reaktion diskutiert wird, lag es 
nahe, Nornicotin auf seine Oxydierbarkeit durch Rohextrakt hin zu priifen. 
Zwar nimmt die Base mit einer der Nicotinoxydation vergleichbaren 
Geschwindigkeit ebenfalls 1,5 Mol O,/Mol Base auf, das Endprodukt der 
Oxydation ist jedoch, wiewohl im Spektrum der Substanz V sehr ahnlich, 
von diesem deutlich verschieden. Der Kurvenverlauf des Absorptions- 
spektrums und die Identitaét der Sauerstoffbilanz fiihren zu der An- 
nahme, daB es sich bei diesem Produkt um eine entmethylierte Ver- 
bindung V handelt*. 


* Die deutliche Verschiebung des Absorptionsmaximums ist deshalb be- 
merkenswert, weil Methylgruppen im allgemeinen nur dann einen EinfluB auf die 
spektralen Eigenschaften gewinnen, wenn sie dem chromophoren System unmittel - 
bar benachbart sind; offenbar ist die aliphatische Aminogruppe von Substanz V 
an der Bildung der spektralen Charakteristik wesentlich beteiligt. 

u L. J. Hochstein u.8.C. Rittenberg, J. biol. Chemistry 234, 156 [1959]; 
H. Eberwein, Dissertat., Universitat Miinchen, 1960. 

22 B. B. Brodie, J. R. Gilette u. B. N. La Du, Annu. Rev. Biochem. 27 
427 [1958]. 











962 K. Decker, F. A. Gries u. M. Briihmiiller, Bd. 323 (1961) 


Dieses Ergebnis, besonders aber die Tatsache, daB aus methyl. 
markiertem Nicotin isotopenhaltige Substanz V entsteht, schlieBt Nor. 
nicotin als Zwischenprodukt des Stoffwechsels in A. orydans aus. Auch 
im tierischen Organismus ist kein Anhalt fiir eine Entmethylierung des 
Nicotins gegeben.1% 

Da die Methylgruppe fiir die Spezifitiit der einleitenden Reaktionen 
des Nicotinabbaus belanglos ist, war es von Interesse, das struktur. 
verwandte Anabasin zu priifen. Dieses Alkaloid wird in unserem System 
ebenfalls oxydiert, doch wird nur ein Sauerstoff-Aquivalent verbraucht; 
wie Anabasin verhilt sich D-Nicotin. 

Das UV-Spektrum des oxydierten Anabasins gleicht dem der Sub. 
stanz I. Beide zeigen gréBte Ahnlichkeit mit der Absorptionskurve des 
x-Pyridons. Die naheliegende Vermutung, da8 bei der ersten oxydativen 
Reaktion des Nicotinabbaus durch Einfiihrung einer Hydroxylgruppe 
in 2- oder 6-Stellung* eine pyridonartige Struktur gebildet wird, konnte 
spiter durch die Isolierung von L-6-Hydroxy-nicotin aus Enzym.- 
ansitzen bestitigt werden. Man wird demnach annehmen diirfen, dab 
es sich bei dem Oxydationsprodukt des Anabasins um 6-Hydroxy-ana- 
basin handelt. 


st 


-" mS | WA ms | A * ! 
Cm Cm ( TY 
wn | X\yn/7 4H \w/ | 
” CH, - - CH, 
Nicotin Anabasin N-Methyl-myosmin 


Da in unserem System das hydroxylierte Anabasin nicht weiter 
abgebaut wird, war zu vermuten, da die folgenden Reaktionen nicht 
mehr am Pyridin- sondern am Pyrrolidinring des Nicotins stattfinden. 
Unter diesen Umstinden ist die Bildung von 6-Hydroxy-N-methyl- 
myosmin méglich. Diese Verbindung wurde von Hochstein und Rit- 
tenberg als Zwischenprodukt des Nicotinabbaus postuliert ; ihr methyl- 
freies Analogon, das 6-Hydroxy-myosmin, tritt nach Angaben Wadas® 
beim Abbau von Nornicotin durch einen Pseudomonas-Stamm auf. 
Methylmyosmin wird durch unsere zellfreien Extrakte mit groBer Ge- 
schwindigkeit oxydiert: da nach Aufnahme von zwei Aquivalenten 
Sauerstoff das gleiche Endprodukt V gebildet wird wie aus Nicotin, 
ist es sehr wahrseheinlich, da N-Methyl-myosmin unmittelbar in ein 
Zwischenprodukt des Nicotinstoffwechsels iibergeht. Die gleiche Uber- 
legung gilt fiir Myosmin in Bezug auf Nornicotin. 





* In diesem Zusammenhang sei auf die Wachstumsversuche mit A. oxydans 
auf 6-Hydroxy-nicotin- und 2-Hydroxy-nicotin-Nahrbéden hingewiesen}. 

13 KE. Werle, H.Schievelbein u. D.Spieth, Arzneimittelforsch. 6, 
322 [1956]; H. B. Hucker, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 128, 259 [1958]. 

“4 L. I. Hochstein u. 8. C. Rittenberg, J. biol. Chemistry 235, 795 [1960]. 

18 E. Wada, Arch. Biochem. Biophysics 72, 145 [1957]; vgl. auch L. I. Hoch- 
steinu. S.C. Rittenberg, Bacteriol. Proc. 1959, P 13. 
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Die Isolierung und Beschreibung der hier nachgewiesenen Zwischen- 
produkte sowie die zum blauen Bakterienfarbstoff fiihrenden Reaktionen 
im zellfreien Extrakt sind das Thema weiterer Arbeiten. 

Wir danken Herrn Professor Dr. Dr. h. c. F. Lynen sehr fiir sein stets be- 
wiesenes Interesse und fiir wertvolle Anregungen. Herrn Professor Kuffner, Wien, 
sind wir fiir die Uberlassung von Myosminpikrat verbunden. Der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft dankt F. A. Gries fiir sachliche und _persénliche 
Unterstiitzung. 


Zusammenfassung 


Aus Arthrobacter oyxdans wurde ein loslicher Enzymextrakt ge- 
wonnen, der Nicotin in drei oxydativen Schritten abbaut. Die Reaktions- 
bedingungen und der Cofaktorenbedarf dieses Systems wurden unter- 
sucht und ein optischer Test fiir die enzymatische Nicotinoxydation an- 
gegeben. Aus spektralen Veriinderungen beim Abbau des Nicotins und 
aus chromatographischen Befunden, besonders bei Verwendung von 
4C-markierter Base, lieB sich eine Folge mehrerer Zwischenprodukte er- 
kennen. Diese Ergebnisse und der Vergleich mit dem Abbau struktur- 
verwandter Alkaloide lieBen Schliisse auf die wahrscheinliche Reaktions- 
folge zu. 


Summary 


A soluble enzyme extract from Arthrobacter oxydans breaks down 
nicotine in 3 oxidative steps. The reaction conditions and cofactor re- 
quirements for this system were studied and an optical test for enzymic 
nicotine oxidation is given. A series of several intermediates has been 
detected by spectral changes during nicotine breakdown and by chro- 
matography, especially with C-labelled nicotine. These results and 
comparison with the breakdown of structurally related alkaloids give an 
indication as to the probable reaction sequence. 


Dr. Karl Decker, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat Frei- 
burg i. Br., Hermann-Herder-Str. 7. 
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Uber das chromatographische Verhalten der Phosphor- 
sdureester von Dehydroepiandrosteron und Testosteron 
Von 
Kurt Schubert und Gerhard Hobe 


Aus dem Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie Jena der Deutschen Akademie der 
Wissenschaften zu Berlin. Direktor: Prof. Dr. med. H. Kn6éll 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Dezember 1960) 


Phosphorsiureester spielen bei biologischen Synthesen und im Stoff- 
wechselgeschehen wie iiberhaupt bei Energieumwandlungsvorgiingen 
eine entscheidende Rolle. Uber das Vorkommen von Dehydroepian- 
drosteron und Phosphorsiure enthaltenden Komplexen im Plasma be- 
richteten Oertel et al.!. Eine Bestiitigung dieses Befundes steht aller- 
dings noch aus?. Ferner haben Phosphorsiureester von Steroidhormonen 
auch eine klinische Anwendung gefunden. 

Im Rahmen der Untersuchungen iiber Steroidkonjugate® haben wir 
uns mit dem chromatographischen Verhalten des Dehydroepiandroste- 
ron-3-phosphats und des Testosteron-17-posphats niher befaBt. Es ergab 
sich fiir uns die Aufgabe, das siiulenchromatographische Verhalten der 
Phosphorsaureester zu ermitteln, den Sulfaten und Glucuroniden gegen- 
iiber abzugrenzen und die Phosphate in einen Gesamt-Trennungsgang 
fiir Konjugate einzubeziehen. 

Die Sulfate und Glucuronide der 17-Ketosteroide kénnen von einer 
Aluminiumoxydsiule nach Crepy‘ mit Butanol/Wasser bzw. Bu- 
tanol/NH,OH und nach Barlow und Kellie® mit Alkohol/Wasser bzw. 
mit Acetatpuffer nacheinander eluiert werden. Mit beiden Verfahren, 
selbst nach Anwendung einer konzentrierten wiBrigen Ammoniak- 
Lésung, gelang es zunichst nicht, die Phosphate von der Saule zuriick- 
zugewinnen. Es zeigte sich, da Dehydroepiandrosteron-phosphat und 
Testosteron-phosphat erst mit wiBriger Natronlauge eluiert werden. Als 
geeignet hat sich hierfiir eine 0,ln NaOH erwiesen. Eine Elution wird 
noch durch eine 0,05n NaOH bewirkt, nicht mehr aber mit einer 0,02n 
NaOH. Auch eine 0,1n NaOH in 80proz. wir. Methanol ist unwirksam. 
Die genannte Elutionsbedingung liBt sich gut mit den beiden Trennungs- 
verfahren fiir Sulfate und Glucuronide kombinieren. 


1G. W. Oertel u. K. B. Eik-Nes, Acta endocrinol. 30, 93 [1959]. 

2 J. E. Bush u. M. M. Gale, Acta endocrinol. Suppl. 51, 1027 [1960]. 
3K. Schubert, Acta endocrinol. 26, 173 [1957]. 

4 0. Crepy, M. F. Jayle u. F. Meslin, Acta endocrinol. 24, 233 [1957]. 
5 J.J. Barlow u. A. E. Kellie, Biochem. J. 71, 86 [1959]. 
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Wie wir feststellen konnten, wird auch Diaithylstilbéstrol-diphosphat 
(Honvan) in gleicher Weise wie Dehydroepiandrosteron-phosphat und 
Testosteron-phosphat mit 0,ln waiBr. NaOH von der Aluminiumoxyd- 
siule eluiert. 

Aus der wiBrigen alkalischen Lésung kénnen die Steroidphosphate 
nach schwachem Ansiiuern in bekannter Weise mit Ather/Alkohol extra- 
hiert werden®. 

Wir versuchten auch, mit Hilfe von Kationenaustauschern das Eluat alkali- 
frei zu machen. Bei Einsatz von Steroidphosphat enthaltenden alkalischen Test- 
lésungen auf Wofatit KPS 200 oder Amberlite IRC 50 konnten alkalifreie waBr. 
Lésungen der Steroidphosphate erhalten werden. Schwierigkeiten ergaben sich 
jedoch, wenn die alkalischen Steroidphosphat-Lésungen zuvor die Aluminium- 
oxydsiule passiert hatten. Dabei geht etwas Natriumaluminat in Lésung, das auf 
der Austauschersiule niedergeschlagen wird und seinerseits das Phosphat ad- 
sorbiert. Erst mit verdiinnter Natronlauge erscheint das Phosphat wieder im Eluat 
der Austauschersiule. 

Fiir die quantitative Bestimmung der mit Alkohol/Ather extra- 
hierten Phosphate sind folgende Méglichkeiten in Betracht zu ziehen: 

1. Direkte Bestimmung der 17-Ketosteroid-phosphate nach Zim- 

mermann. 

2. Quantitative Papierchromatographie der Phosphate. 

3. Enzymatische Spaltung der Phosphate und quantitative Be- 
stimmung der freien Steroide. 


Die direkte Bestimmung unter Verwendung von Kssigester zur 
Extraktion der Zimmermann-Chromogene fiihrt bei Ather/Alkohol- 
Extrakten infolge geringer Salzbeimengungen zu iiberhéhten Extink- 
tionen, die bis zu 30% ausmachen kénnen. Die quantitative Papier- 
chromatographie der Phosphate kénnte fiir die Zukunft an Bedeutung 
gewinnen. Zunachst hat uns aber die Bestimmung der freien Steroide 
nach enzymatischer Spaltung der Phosphate zuverlissigere Werte ge- 
liefert. Dieses Verfahren ist am wenigsten empfindlich gegeniiber sté- 
renden Faktoren und daher fiir Untersuchungen von Harn und Plasma 
zu empfehlen. 

Bei Einsatz von Dehydroepiandrosteron-phosphat werden nach 
Adsorptionschromatographie, Extraktion der Phosphate aus dem Eluat 
und Spaltung der Konjugate mit alkalischer Phosphatase im Mittel 
81% freies Dehydroepiandrosteron zuriickgewonnen (Tab. 1). Bei Inku- 
bation des alkalischen Siuleneluates mit Phosphatase wurden nur etwa 
17% Dehydroepiandrosteron-phosphat gespalten. 

In einem Anwendungsbeispiel kann dargelegt werden, daB auch aus 
Harn eine zugesetzte Menge Dehydroepiandrosteron-phosphat nach Ab- 
trennung der Sulfate und Glucuronide zu 87% wiedergewonnen wird. 

Zur weiteren papierchromatographischen Aufgliederung und Identi- 
fizierung der Phosphate wurden 10 saure bzw. ammoniakalische Systeme, 


bo 





6 R. W. H. Edwards, A. E. Kellie u. A. P. Wade, Mem. Soc. Endocrinol. 
2, 53 [1953]. 
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Tab. 1. Riickgewinnung von Dehydroepiandrosteron-(DHEA-)phosphat (Mono. 
hydrat) nach Adsorptionschromatographie an Aluminiumoxyd, Extraktion des 
Phosphats aus dem Eluat und Bestimmung des freien Dehydroepiandrosterons 
nach Phosphatase-Spaltung. 








ug DHEA-Phosphat ug DHEA entspricht Ve 
eingesetzt bestimmt ug DHEA-Phosphat} Riickgewinnung 

50 31 42 84 

100 61 82 82 

150 94 126 84 

200 118 158 79 

250 150 201 80 

300 176 236 79 











Tab. 2. Papierchromatographie-Systeme fiir Dehydroepiandrosteron-(DHE A-) 
phosphat und Testosteron-phosphat. 





Inkuba- laut _ Ry-Wert fiir 
Wnt Lit. | “Out | zeit | pHa. | ama. | Teste: 
Zusammensetzung it. zeit (S tdn.) Sul fat Phos ak steron- 
(Stdn.) ; P phosphat 





A. Toluol/tert.-Butanol/ 
Eisessig/Wasser es 3 5—6 0 0,45 0,39 
85:15:30: 70, 





B. Athylacetat/n-Hexan/ 
Eisessig/Wasser er 14 5—6 0,03 0,45 0,35 
6:4:3:7 





C. Athylacetat/Toluol/ 
Hexan/tert.-Butanol/ 
Eisessig/Wasser 
60:75:40:25:60:140 


ee 14 5—6 0,04 0,62 0,52 





D. n-Butanol/2n waBr. ~ 


17 = 94—9 5 
NH,OH 1:1 : 3 24—28 0,85 0,48 0,44 





E. n-Butylather/n-Bu- 
tanol/Eisessig/Wasser] 1. ¢.§ 5 9—1] 0,10 0,70 0,67 


65 : 35: 30: 70 


ic 




















die fiir Konjugat-Trennungen Verwendung finden, versucht. Davon er- 
wiesen sich die in Tab. 2 zusammengestellten 5 Systeme als brauchbar. 
Von Oertel et al. wurde fiir Dehydroepiandrosteron-phosphat im 
System D ein Rr-Wert von 0,75—0,8 angegeben®. Nach unseren Unter- 
suchungen entstehen bei der Umsetzung von Dehydroepiandrosteron mit 
Phosphoroxychlorid 2 Reaktionsprodukte, von denen das Monophosphat 
den in der Tabelle angegebenen Rr-Wert von 0,48 besitzt, wihrend 
einem héher molekularen Phosphat der R »-Wert von 0,78 zukommt. 


7 H. Pelzer u. I. E. Bush, Biochem. J. 67, 23 P [1957]. 

8 J. J.Schneider u. M.L. Lewbart, Recent Progr. Hormone Res. 13, 
201 [1959]. 

® G. W. Oertel u. Ute Groeschel, Biochem. Z. 330, 452 [1958]. 
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Wir sind Herrn Prof. H. Wotiz (Boston) fiir die Bereitstellung von Testo- 
steron-glucuronid und Herrn Prof. K. Junkmann (Schering-Berlin) fiir die 
Uberlassung von Dehydroepiandrosteron zur Darstellung des Phosphats sehr zu 
Dank verbunden. 


Beschreibung der Versuche 


1. Adsorptionschromatographie 


a) Trennung eines Gemisches von DHEA-Sulfat*, Testosteron- 
glucuronid und DHEA-Phosphat. Dehydroepiandrosteron-3-phosphat und 
Testosteron-17-phosphat wurden durch Umsetzung von Dehydroepiandrosteron 
(DHEA) bzw. Testosteron mit Phosphoroxychlorid in Ather-Lésung bei Gegen- 
wart von Pyridin nach Gensler und Mahadevan"? dargestellt. 

Zur Trennung von Gemischen verschiedener Testsubstanzen (je Konjugat 
50—200 ug) verwendeten wir Chromatographiesiulen von 1 cm Innendurchmesser 
und 25 em Lange. Das Adsorptionsmittel (10 g Al,0O; Woelm, alkalifrei, ~3,8%, 
Wassergehalt) 148t man in diinnem Strahl in das mit Benzol gefiillte Rohr unter 
leichtem Klopfen einflieBen und gut absitzen. 

Die Lésung des Konjugatgemisches in 30 ml Ather/Athanol 3 : 1 wird auf die 
Siule gebracht und mit 30 m/ Athanol nachgewaschen. Es werden dann nachein- 
ander das DHEA-Sulfat mit 50proz. waBr. Athanol (30 ml), das Testosteron- 
glucuronid mit Athanol/2proz. war. Ammoniaklésung 1:1 (100 m7) und das 
DHEA-Phosphat mit 0,1n waBr. NaOH (40 ml) eluiert. 

Die waBrig-alkalische Lésung des DHEA-Phosphats wird mit verd. Schwefel- 
siure schwach angesauert, mit 20 g (NH,).SO, versetzt und 3mal mit je 20 ml 
Ather/Athanol 3:1 extrahiert. Die vereinigten Extrakte werden mit Na,SO, 
getrocknet und auf dem Wasserbad unter vermindertem Druck eingedampft. 

Fiir die Papierchromatographie wird der Riickstand in wenig Methanol auf- 
genommen, durch eine Mikrofritte filtriert und die konzentrierte Lésung auf das 
Papier aufgetragen. 

Zur quantitativen Bestimmung lést man den Riickstand des Extraktes in 
30 ml Wasser, setzt 10 mg MgSO,-7H,O in 1 ml Wasser gelost zu, bringt den 
pa-Wert der Lésung auf 9,5 und inkubiert nach Zugabe von 10 mg Phosphatase** 
24 Stdn. bei 37°. P 
_ Das freigesetzte DHEA wird 3mal mit 20 m/ Ather extrahiert. Die vereinigten 
Atherextrakte werden mit 12 ml 1n NaOH und 12 m/l Wasser gewaschen, mit Na,SO, 
getrocknet und eingedampft. 

Der in 5 ml Benzol geléste Riickstand wird an einer kleinen Al,O,-Saule 
(Lg Al,O, Woelm, alkalifrei, Aktivitatsstufe I) chromatographiert. Man wascht 
nacheinander mit 5 ml Benzol, 10 ml 0,1°, Athanol in Benzol und eluiert dasDHEA 
4mal mit 5 ml 0,5°/, Athanol in Benzol. In den vier letzten Fraktionen wird nach 
dem Eindampfen eine quantitative 17-KS-Bestimmung nach Zimmermann 
durchgefiihrt. 


b) Riickgewinnung von zugesetztem DHEA-Phosphat aus Harn. 
Kine 24-Stdn.-Menge Harn (910 ml) wurde geteilt; zu der einen Halfte (A) wurden 
100 ng DHEA-Phosphat (Monohydrat) zugesetzt, bei der anderen Halfte (B) er- 
folgte kein Zusatz. Beide Proben wurden parallel unter gleichen Bedingungen auf- 
gearbeitet . 

Nach Ansauern auf pq 3,5 und Zugabe von 230 g (NH,),.SO, wurde 3mal mit 
230 ml Ather/Athanol 3: 1 ausgeschiittelt. Die vereinigten Extrakte der Steroid- 
konjugate wurden zur Chromatographie direkt auf eine Al,O,-Saule (80g Al,0, 
We oelm, alkalifrei) gegeben. Es wurde mit 250 ml Athanol nachgewaschen und dann 


* Dehydroepiandrosteron-sulfat-Natriumsalz, Schering AG, Berlin. 

** Gereinigte alkalische Phosphatase (Sigma Chemical Company, St. Louis, 
USA). 

10 J. Gensler u. A. P. Mahadevan, J. Amer. chem. Soc. 76, 6192 [1954]. 
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mit 400 ml 50proz. wiBr. Athanol, 800 ml Athanol/2proz. NH,OH 1: 1 und 300 ml 
0,25n waBr. NaOH eluiert. 

Das zuletzt erhaltene alkalisch-waBrige Eluat wurde nach Anséuern und 
(NH,).SO,-Zusatz (150g) 3mal mit 150 m/ Ather/Athanol 3:1 extrahiert. Die 
weitere Aufarbeitung des Extraktes, die enzymatische Spaltung mit Phosphatase, 
Extraktion und Reinigung des freigesetzten DHEA sowie die quantitative 17. 
Ketosteroid-Bestimmung erfolgte in gleicher Weise wie unter a) beschrieben. 

In Probe A wurden 82 ug, in B 17 ug DHEA bestimmt. Nach Abzug des 
Wertes von B ergibt sich fiir A eine Riickgewinnung von 65 wg DHEA, entsprechend 
87 ug DHEA-Phosphat-monohydrat. 

2. Papierchromatographie 

Die fiir die Papierchromatographie der beiden Steroidphosphate geeigneten 
Systeme zeigt Tab. 2. Durch Begleitsubstanzen, Temperaturschwankungen und 
die Gebrauchsdauer eines Systems kénnen die Ry-Werte Verainderungen erfahren. 

Es wurde absteigend mit Schleicher & Schiill-Papier 2043b gearbeitet. 
Substanzmengen von 30—40 ug wurden im Abstand von 2,5 cm aufgetragen. 

Sichtbarmachung der Substanzflecken. Das getrocknete Chromato. 
gramm wurde rasch durch 2,5n KOH in Methanol gezogen, zwischen Filterpapier 
abgepreBt, dann durch eine 2proz. methanol. m-Dinitrobenzol-Lésung gezogen, 
wieder abgepreBt und schlieBlich etwa 2 Min. im Trockenschrank auf 65—70° 
erhitzt. Das DHEA-3-Phosphat erscheint als rotvioletter, das Testosteron-17- 
phosphat als graublauer Fleck. Die Lage des Testosteron-Phosphats kann auch 
ohne Anfarbung durch Kontaktphotokopie ermittelt werden. 

An Stelle der Steroidkomponente kann auch der Phosphorsaurerest auf dem 
Chromatogramm angefarbt werden. Hierzu bedienten wir uns der Umsetzung mit 
Ammoniummolybdat-Lésung und anschlieBender Reduktion des Phosphor- 
molybdat-Komplexes mit Vanadylchlorid"™. 

Die Systeme 

F. Athylacetat/n-Butanol/NH,OH/Wasser 9:1:1:9 1. c.8 

G. Toluol/n-Butanol/NH,OH/Wasser 5:5:1:9 a a.” 

H. Athylenchlorid/tert. -Butanol, /Eisessig/W asser B26-94 Le! 

I. n-Butylacetat/n-Butanol/30proz. Ameisensiure i Leto: Use * 

K. n-Butylacetat/Methanol/0,1m Ammoniumacetat in 50proz. waBr. Methanol 

(pH 8,2) 3:1:1 Le. 
eignen sich nicht zum Nachweis des DHEA- bzw. Testosteron-phosphats. Mit F 
und G bleiben die Phosphate am Start, mit K gibt es lange Bahnbildung und mit 
H und I wandern die Substanzen nahe der Lésungsmittelfront. 


Zusammenfassung 


Es wurde das adsorptionschromatographische und papierchromato- 
graphische Verhalten der Phosphorsiureester von Dehydroepian- 
drosteron und Testosteron untersucht. 

In einem auch auf Harnextrakte anwendbaren Trennungsgang 
werden die Phosphate von einer Al,O,-Siiule nach Elution der Sulfate 
mit Athanol/Wasser und der Glucuronide mit Athanol/NH,OH mit 0,1n 
wiBriger NaOH eluiert. 

Fir die weitere papierchromatographisc the Charakterisierung der 
Steroidphosphate wurden 5 Systeme ausgewiihlt. 

nH. Rosenberg, J. Chromatogr. 2, 487 [1959]. 


122M. L. Lewbart u. J.J. Schneider, Nature [London] 176, 1175 [1955]. 
13 H. Pelzer u. W. Staib, diese Z. 312, 15 [1958]. 
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Summary 


The behaviour of the phosphate esters of dehydroepiandrosterone 
and testosterone in adsorption and paper chromatography has been in- 
vestigated. 

In a separation, which is also applicable to urine, the phosphates 
are eluted from an Al,O, column with 0,1 N aqueous NaOH, after first 
eluting the sulphates with ethanol-water and the glucuronides with 
ethanol-NH,OH. 

5 systems are used for the further paper chromatographic characteri- 
sation of the steroid phosphates. 


Dr. K. Schubert, Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie Jena, 
Beuthenbergstr. 11. 
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Zur Kenntnis des Stoffwechsels der Polyenfettséuren 
Von 
{. Klenk, K. Oette, Jutta Kohler u. H. Sehéll 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitét K6ln 
(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Januar 1961) 


Die Natur der in die Leberphosphatide der Ratte eingebauten C,). 
und C,,-Polyensiuren ist, wie gezeigt werden konnte!, stark abhiingig 
von dem Linol- und Linolensiuregehalten der Nahrung. Wir haben nun 
unsere Versuche in dieser Richtung fortgesetzt und anstelle von Linol- 
und Linolensaure andere Polyensiuren an fettfrei ernihrte Ratten ver. 
fiittert. Zur Verabreichung kam 1. ein Gemisch von C,,-Di- und -Trien. 
siuren (hauptsichlich A®-!?-Hexadecadiensiiure und A®-*-!2-Hexadeca- 
triensiure), 2. eine C,,-Tetraensiurefraktion (70—80% A&-9-!?-15. und 
20—30% A4-7-19-13. Hexadecatetraensiiure), 3. 4°-9-12-15.Octadecatetraen- 
siiure und 4, 45-8.11.14.17.Eicosapentaensiure. Von jeder der 4 Versuchs- 
gruppen wurde die Zusammensetzung der Polyensdurefraktion der 
Leberphosphatide durch gaschromatographische Analyse bestimmt. Das 
Ergebnis ist in Tab. 1 zusammengestellt, in welche zum Vergleich auch 
die entsprechenden Werte von fettfrei ernihrten Tieren aufgenommen 
sind. Rechnet man die fiir die C,)- und C,,-Polyensiiuren erhaltenen 
Werte auf die Gesamtfettsiuren um, so ergeben sich die in Klammern 
gesetzten Zahlen. Der Gehalt der Gesamtfettsiiuren an Cyo- und C,,- 
Polyensiuren liegt demnach, unabhingig von den bei den einzelnen 
Komponenten unter den verschiedenen Versuchsbedingungen sehr stark 
schwankenden Werten, zwischen 23 und 30°. 

Wie aus der Tabelle hervorgeht, hat die Verfiitterung der C,,- 
Polyensiuren offensichtlich keinen oder einen nur sehr geringen Einflub 
auf die Zusammensetzung der Polyensiiurefraktion. Wenn man von dem 
Auftreten kleiner Mengen C,,-Tetraensiiure in Versuch II absieht, so 
stimmen die erhaltenen Werte mit den entsprechenden der fettfrei er- 
nihrten Tiere iiberein. Die verabreichten C,,-Polyensiuren werden dem- 
nach weder als solche in die Leberphosphatide eingebaut, noch nennens- 
werte Mengen derselben in die Cy9- und C,,-Polyensiuren iibergefiihrt. 
Im Gegensatz dazu bewirkt jedoch die Verabreichung der C,,-Tetraen- 
siure ebenso wie die der Linolensiiure eine starke Anreicherung von 
C,)-Pentaensiure und von C,,-Hexaensiure. Die beiden letzten Sauren 
finden sich in reichlichen Mengen auch nach Verabreichung der C,, 
Pentaensiure. Aus den Versuchsergebnissen ist zu schlieBen, daB die 


1 FE. Klenk u. K. Oette, diese Z. 318, 86 [1960]. 
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Tab. 1. Zusammensetzung der Polyenfettséurefraktion der Leberphosphatide von 
fettfrei ernahrten Ratten mit und ohne Zulage von Polyenfettsiuren in °%, *. 
































I II Til IV vee 
Grunddiat Grunddiat Grunddiat Grunddiat fi . 
: ettfreie 
u. Cy-Di- u. Cy¢- u. Cy,- u. Cyo- Garments, 
u. -Triensaure} Tetraensaure |Tetraensaure | Pentaensaure 
G, oF 1,5 3,9 1,1 
Dig 9,5 9,5 6,3 5,5 
2F 0,4 — 
3 F Spur 
C. 0F 
1F 44,5 42,7 27 10,9 
oF 3,7 23 6,6 2,9 
3 F 2,4 Spur 
4F 1,1 
Coy 3 F 23,9 (14,5) 24,8 (14,4) 14,4 (6,7) 10,1 (3,8) 28 (18,1) 
4F 9,5 (5,8) 9,4 (5,5) 13,7 (6,4) 9,2 (3,5) 15 (9,7) 
5 F 1,1 (0,7) 1,1 (0,6) 10,7 (5,0) 22,4 (8,5) Spur 
Gs. SF 0,5 (0,3) 
4F 1,5 (1,0) 
5 F 1,9 (0,9) 4,0 (1,5) 
6 F 3,4 (2,1) 4,9 (2,8) 19,4 (9,0) ; 34,0 (12,9) 2.5 (1,6) 
* der Gehalt in °%% der Gesamtfettsiiuren ist in Klammern gesetzt. 


** siehe 1. c.). 


A$.9-12.15_QOctadecatetraensiiure und die 4°-§-11-14.17. Kicosapentaensiure 
entsprechend dem friiher aufgestellten Reaktionsschema? Zwischen- 
produkte beim Ubergang von Linolensiure in die A4-?-1-13.16.19_Docosa- 
hexaensiiure sind. 

In den Versuchsgruppen III und IV wurde die eintretende Ketten- 
verlingerung zusitzlich noch dadurch festgestellt, da man kurz vor 
AbschluB des langfristigen Fiitterungsversuchs C-Acetat verabreichte 
und die Aktivitit der Abbaudicarbonsiiuren der Polyensiurefraktion 
feststellte. Das Ergebnis dieser Versuche ist in Tab. 2 zusammengestellt. 
Daraus ergibt sich, daB ebenso wie bei allen unseren vorausgegangenen 
Versuchen dieser Art® die aus der Mitte der Kohlenstoffkette der Polyen- 
siuren herausgespaltene Malonsiure nur geringe Aktivitit besitzt. Die 
Aktivitéit der héheren Dicarbonsiuren wie Glutarsiure und Bernstein- 
siure, von welchen die eine aus dem Carboxylende der C,9-Polyensiiuren, 
die andere im wesentlichen aus dem der C,.-Hexaensiure stammt, iiber- 
trifft die Aktivitat der Malonsiiure dagegen um das 10—20fache. Die 
Aktivitat der Glutarsiure im Ansatz IV erklart sich dadurch, da nahezu 
die Hialfte dieser Dicarbonsiure aus den C,9-Tri- und -Tetraensiuren 
stammt, die sich nicht von der verfiitterten C,)-Pentaensiure herleiten. 








2 E. Klenk u. H. Mohrhauer, diese Z. 320, 218 [1960]. 
3 E. Klenk, Naturwissenschaften 41, 68 [1954]; diese Z. 302, 268 [1955]; 
RK. Klenk u. G. Kremer, ebenda 320, 111 [1960]. 
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Tab. 2. Zusammensetzung des Abbaudicarbonsiuregemischs der Polyensiiure. 
fraktionen und die Aktivitat der isolierten Abbausauren (Menge in Mol pro Mol 
Polyensaure; Aktivitét in Imp. - mg~!- Min.~?). 

















Til IV 

spezif. spezil. 

Menge Aktivitat Menge Aktivitat 

Azelainsiure ..... 0,30 3910 0,21 7240 
Korkséure...... 0,07 7630 
Pimelinsfure. .... 0,06 7700 0,04 9660 
Adipinséure ..... 0,02 0,09 7300 
Glutarsiure ..... 0,35 8480 0,25 2570 
Bernsteinsiure ... . 0,26 4075 0,32 2205 
Malonséure. ..... 1,35 345 Dy pif 238 








Wie bereits erwihnt, unterscheiden sich nach den vorliegenden Be. 
funden die C,,-Polyensiuren in ihrem Verhalten sehr wesentlich von 
dem der C,,-Polyensiiuren. Die Beantwortung der Frage, ob dies darauf 
zuriickzufiihren ist, da sie in der Hauptsache nicht dem Linol- oder 
Linolensiuretyp angehéren oder ob hier die Kettenliinge eine ausschlag. 
gebende Rolle spielt, muB weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben. 


Die Untersuchungen wurden durch Mittel der Deutschen Forschungs. 
gemeinschaft und des Verbands der chemischen Industrie, Fonds der 
Chemie, unterstiitzt. 


Beschreibung der Versuche 


Charakterisierung der verfiitterten Polyenfettsauren 


Die verabreichten Polyenséuren wurden aus Heringsél gewonnen. Die (,,- 
Sauren entsprachen in ihrer Zusammensetzung den friiher‘ isolierten Substanzen, 
und zwar bestand die Diensaiurefraktion hauptsachlich aus A*-!?-Hexadecadien- 
saure, die Triensaurefraktion aus 46-9-12-Hexadecatriensaure und die Tetraensaure- 
fraktion aus 70—80°%, A®-9-12-15. und 20—30°,, A‘-7-10-18_Hexadecatetraensaure. 
Da die Di- und Triensauren nicht in ausreichenden Mengen zur Verfiigung standen, 
um ihr Verhalten in 2 getrennten Ansatzen priifen zu kénnen, wurden die Sub- 
stanzen vereinigt (Mischungsverhaltnis 3 : 2). 

Der Reinheitsgrad der verwendeten C,,-Tetraensiure (A) und der Cy 9-Pen- 
taensdure (B) ergibt sich aus den Gaschromatogrammen der Athylester (Abb. 1). 

Die C,,-Tetraensiure ist demnach noch mit etwas (3,8°,) Cy9-Pentaensiure, 
die C,9-Pentaensiure mit einer Spur (<1°,) Cy9-Monoensaure verunreinigt. Wie 
bereits festgestellt; handelt es sich bei A um A®-°-!?-15-Octadecatetraensaure®, bei B 
um A®-8.11.14.17.Ricosapentaensdure®. Wahrend bei dem frither dargestellten C,,- 
Pentaensaurepraparat infolge des Vorhandenseins von trans-Isomeren im Gas- 
chromatogramm sich eine deutlich ausgepragte Schulter im absteigenden Ast der 
Kurve zeigte, fehlt diese Schulter im vorliegenden Fall. Die bei der Isolierung der 
Substanz zu beobachtende cis-trans-Umlagerung konnte jetzt dadurch verhindert 
werden, daB die fraktionierte Hochvakuumdestillation der Methylester mit Hilfe 


4 KE. Klenk u. H. Steinbach, diese Z. 316, 31 [1959]. 
5 KE. Klenk u. H. Brockerhoff, diese Z. 807, 272 [1957 
6 FE. Klenk u. L. Brucker-Voigt, diese Z. 324, 1 [1961]. 
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einer Ringspaltkolonne und nicht mit einer Fiillkérperkolonne durchgefiihrt wurde. 
Abb. 2 zeigt das UV-Spektrum der mit Alkali isomerisierten Polyensiuren A und B. 
Im Spektrum von A zeigt sich die geringe Verunreinigung mit C,.-Polyensaure 
durch das gerade noch andeutungsweise erkennbare Maximum bei 347 mu. 


7) (5F) 


Cig (4 FF 


l A = Cog (1F) 


log (SF) 

















Abb. 1. Gaschromatogramm der verfiitterten C,,-Tetraensiure- (A) und C,)-Pen- 
taenséure-athylester (B). (L = Lésungsmittel) Kolonne: @ 4 mm, Lange 1350 mm, 
Fiillung Reoplex 400 auf Celite. Kolonnentemp. 197°. Tragergas: Argon. 
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Abb. 2. UV-Spektrum der verfiitterten C,,-Tetraensaure (A) und der C,9-Pentaen- 
siure (B) nach Alkaliisomerisierung (21% KOH-Glykol, 8 Min. bei 180°) bzw. vor 
der Isomerisierung (a, b). 


Fitterungsversuche 


Die Fiitterungsversuche wurden in der bereits beschriebenen Weise! durch- 
gefiihrt. Einzelheiten sind der Tab. 3 zu entnehmen. Die fiir die Versuche ver- 
wendeten Ratten waren unmittelbar nach der Entwéhnung (im Alter von 3—4 
Wochen) fettfrei ernahrt worden. 

Bei allen 4 Gruppen zeigten sich bei den Tieren die charakteristischen Fett- 
mangelsymptome. Die Mangelerscheinungen machten sich staérker bemerkbar als 
bei den fettfrei ernahrten Kontrolltieren. Dies war am stirksten ausgeprigt bei 
Gruppe 1V, wo wahrend der Dauer des Versuchs von 5 Tieren 2 eingingen und wo 
vor dem Abbruch desselben ein starker Abfall des Kérpergewichts beobachtet 
wurde. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 323 18 














Tab. 3. Zusammenstellung der Versuchsdaten. 

















I 
Zahl der Ratten. ......... 2 2 
Alter bei Versuchsbeginn (Wochen) . 6 6 5—6 7—8 
Versuchsdauer (Tage) ....... 21 21 27 37 
Menge verfiitterte Polyensaure (g). 5,4 4,9 9 2,8 
K6rpergewicht (g) b. Versuchsbeginn . | ~100 ~100 95—104 | 115—135 
K6rpergewicht (g)b. Versuchsende. . | ~150 ~150 | 185—185) 105—145 





Bei Gruppe III und IV erhielt jede Ratte gegen Versuchsende 0,2 mC Acetat- 
[1-14C] in 2 Portionen im Abstand von 4 Stdn. durch Schlundsonde verabreicht. 
4 Stdn. nach Verabreichung der letzten Portion wurden die Tiere getétet und die 
Lebern wie friiher aufgearbeitet (Tab. 4). 





Tab. 4. Ergebnis der Leberaufarbeitung (Mengen in g). 
































I II III IV 
(2 Lebern) (2 Lebern) (4 Lebern) (3 Lebern) 

Lebergewicht. . .. . 15,0 16,7 28,2 18,2 

Gesamtlipoide -. . . . 1,25 1,10 1,5 1,6 
Neutralfett. ..... 0,35 0,34 0,41 

Phosphatide ..:. . 0,80 0,75 1,03 0,65 

Fettsaureester 0,36 0,34 0,53 0,36 

freie Fettsauren. . . 0,34 0,32 0,47 0,32 

auskrist. Fettsauren . 0,13 0,13 0,23 0,18 

Polyenséurefraktion . 0,20 0,18 0,20 0,11 


Zur Gewinnung der Polyensaurefraktionen der Leberphosphatide wurde nur bei 
den Gruppen I und II die Tiefkristallisation bei —40°, bei den Gruppen III und IV 
dagegen wegen des geringeren C,)-Trienséuregehaltes und des héheren Gehalts an 
hochungesattigten Fettsauren bei —70° ausgefiihrt. 


Polyensaurefraktionen 


Fiir die gaschromatographische Analyse der Methylester der Polyensaure- 
fraktionen wurde der Gas-Liquid-Chromatograph mit Ionisationsdetektor der 
Firma Barber-Colman Comp., Rockford/USA, verwendet. Die Auswertung der 
Chromatogramme (Abb. 3 und 4) erfolgte in der Weise, daB der Flacheninhalt der 
Gipfel mit Hilfe der Dreiecksmethode errechnet und die Molzahl der einzelnen 
Komponenten pro 100 Mol des Fettsaiuregemischs proportional zum Flacheninhalt 
gesetzt wurde. Zur Umrechnung auf die Gesamtfettsiuren werden die so erhaltenen 
Zahlen bei I mit 20/33, bei II mit 18/31, bei ITI mit 20/43, bei IV mit 11/29 und bei 
V mit 95/147 multipliziert (Tab. 1). Die UV-Spektren der mit Alkali isomerisierten 
Polyensaurefraktionen zeigt Abb. 5. 

Von den Polyensaurefraktionen der Gruppen I und II wurde noch eine re- 
duktive Ozonidspaltung ausgefiihrt, um so das Vorhandensein der verfiitterten 
Sauren oder von anderen Polyensaéuren desselben Typs festzustellen. 2,5 bzw. 
3,3 mg Substanz ergaben 0,795 bzw. 1,25 mg Dinitrophenylhydrazon (DNPH) von 
Nonanal, 0,045 bzw. 0 mg DNPH von Octanal, 0,257 bzw. 0,330 mg DNPH von 
Heptanal, 0,185 bzw. 0,273 mg DPNH von Hexanal und 0,082 bzw. 0 mg DNPH 
von Butanal. Die Menge Propanal war zu gering, um das Vorhandensein dieses 
Aldehyds einwandfrei nachzuweisen (Tab. 5). 


E. Klenk, K. Oette, J. Kohler u. H. Scholl, Bd. 323 (1961) 
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Abb. 3. Gaschromatogramme der Polyenséuremethylester I und IT. 
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Abb. 4. Gaschromatogramme der Polyensiuremethylester IIT und IV. 
(L = Lésungsmittel.) 


Tab. 5. Ergebnis der reduktiven Ozonidspaltung der Polyensaurefraktionen I u. IT. 





Nonanal 


Octanal 


Heptanal 


Hexanal 


Butanal 





II 





0,29 (0,58) 
0,34 (0,63) 





0,017 (0,03) 
0 (0) 





0,1 (0,2 
0,1 (0,2) 








0,07 (0,14) 
0,086 (0,17) 





0,03 (0,06) 
0 (0) 


* Durch Umrechnung der gefundenen Werte auf 100proz. Ausbeute ergeben sich die in Klam- 
mern gesetzten Zahlen. 
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Abb. 5. UV-Spektren der mit Alkali isomerisierten Polyensiurefraktionen I—IV. 


Unter den Abbaualdehyden der Polyensaéuren von Gruppe I lieBen sich dem- 
nach nur kleine Mengen Butanal nachweisen. Es sind deshalb Polyenséuren des ver- 
fiitterten Typs auch fur in unbedeutenden Mengen vorhanden. Die Versuchs- 
ergebnisse zeigen, daB bei den Gruppen I und II die Polyensiuren der Leber- 
phosphatide denselben Typen angeh6éren wie bei den fettfrei ernahrten Tieren (im 
wesentlichen Polyensauren vom Olsauretyp, sowie vom Linol- und Palmitoleinsaure- 
typ in geringen Mengen). 


Der oxydative Ozonidabbau, die anschlieBende saulenchromatographische 
Trennung und quantitative Bestimmung der Abbaudicarbonsaéuren der Polyen- 
siuren von Gruppe III und IV fihrte zu dem in Tab. 6 dargestellten Ergebnis. 


Die papierchromatographische Priifung der isolierten Abbaudicarbonséuren 
zeigte die in Tab. 6 angegebenen Verunreinigungen; alle iibrigen Dicarbonsiuren 
waren papierchromatographisch einheitlich. 


Tab. 6. Oxyd ativer Ozonidabbau der Polyenséuren von Gruppe III und IV. 








Gruppe III (6,13 mg Subst.) Gruppe IV (6,64 mg Subst.) 
Frakt. cm? 0,01n ‘ Frakt. | cm?0,01n i 
Nr. KOH el Nr. | KOH _ 
4—15 1,22 Cy, Spur C, 1—12 1,24 Cy 
= — — 13—22 0,42 C,, Spur Cy, 
20—24 0,25 C,, SpurC, | 25—34 | 0,25 c, 
37—39 0,10 C, 35—60 | 0,53 | C,, Spur C,, C, 
4452 1,32 C; 61—72 1,44 C,;, Spur C, 
55—65 1,07 C,, Spur C; 73—81 1,89 C, 
66—78 5,52 C; 82—96 | 10,44 C; 
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Zusammenfassung 


An fettfrei ernihrte Ratten wurden einige der im Heringsdél vor- 
kommenden Polyensiuren verabreicht und der Einflu8 auf die Natur der 
Polyensiuren der Leberphosphatide studiert. 

Nach Verabreichung der C,,-Di- und -Triensiuren, sowie der C,,- 
Tetraensiuren stimmt die Zusammensetzung des Polyensiuregemischs 
praktisch mit der von fettfrei ernihrten Tieren iiberein. Cy9- und C,»- 
Polyensiuren werden demnach aus diesen C,,-Polyensiuren in nennens- 
werten Mengen nicht gebildet. 

Nach Verabreichung von C,,-Tetraensiure zeigt sich eine starke An- 
reicherung von C,9-Pentaen- und C,,-Hexaensiure. Dieselbe Wirkung 
hat auch die Verabreichung von C,9-Pentaensiure. 


Summary 


The polyenoic acids normally present in herring oil have been fed 
to rats on a fat-free diet and the influence on the polyenoic acids in the 
liver phosphatides studied. 

After feeding C,,-di- and -trienoic acids as well as tetraenoic acids, 
the polyenoic acid composition of the liver phosphatides was practically 
identical with that of the fat-free fed animals. Thus negligible amounts 
of C,g-polyenoic acids are converted to Cy9- and C,,-polyenoic acids. 
After feeding C,,-tetraenoic or Cy9-pentaenoic acid, there was a marked 
increase in Cy9-pentaenoic and C,5-hexaenoic acids. 


Professor Dr. E. Klenk, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, 
Kéln-Lindenthal, Josef-Stelzmann-Str. 52. 
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Uber den Wirkungsmechanismus der Glucocorticoide * 
Von 


G. Degenhardt**, H. J. Hiibener und I. Alester 
Aus dem Institut fiir Vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a, M. 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24, Januar 1961) 


Kiirzlich berichteten wir, daB die Gluconeogenese nach Cortisolgabe 
durch Enzyminduktion ausgelést wird?. 

Die im folgenden beschriebenen Versuche? bestiitigten dies. — Ins- 
besondere spricht der zeitliche Verlauf der Athionin-Hemmung fiir eine 
Enzyminduktion und gegen eine direkte Beeinflussung der Gluconeo- 
genese durch diesen Methionin-Antimetaboliten. 


Methodik 


Es wurden die gleichen Methoden verwendet wie bereits beschrieben!. — 
Die Tryptophanpyrrolase wurde nach Civen und Knox® bestimmt. 

In den Wintermonaten beobachteten wir niedrigere Glykogenbildung nach 
Cortisolgabe als im Sommer. Die entsprechenden Pyrrolase-Aktivitaten blieben da- 
gegen durch die Jahreszeit unbeeinfluBt. Es stellte sich heraus, da8 die Raum- 
temperatur hierfiir verantwortlich war. — Um die Glykogenwerte miteinander ver- 
gleichen zu kénnen, ist es daher zweckmabig, die Tiere wihrend des Versuches bei 
25° zu halten. 


Ergebnisse 
Kinetik des Glykogen- und des Pyrrolase-Anstiegs 


Durch Cortisol wird in der Rattenleber neben der Gluconeogenese 
auch die Tryptophanpyrrolase induziert*. In Abb. 1 ist der Glykogen- 
anstieg mit der gleichzeitig stattfindenden Pyrrolase-Induktion ver- 
glichen. Die Kinetik beider Kurven ist sehr ihnlich. Der Anstieg des 
Glykogens erfolgt lediglich etwa 2 Stdn. spiiter als der der Pyrrolase. — 
Die 12-Stdn.-Werte des Glykogens streuen relativ stark. Vielleicht 
kommt diese Streuung durch verschieden starke Gegenregulation 
(z. B. Insulin) zustande. 


* Verwendete Abkiirzungen: NNR-H = Nebennierenrinden-Hormone; Cor- 
tisol = A‘-Pregnentriol-(11/.17«.21)-dion-(3.20); nMol = Nano-Mol = 10° Mol. 

** Teile dieser Arbeit wurden von Herrn cand-med. G. Degenhardt im 
Rahmen seiner Dissertationsarbeit selbstandig durchgefiihrt. 

1 H. J. Hiibener, diese Z. 322, 135 [1960]. 

2 Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden im Oktober 1960 bei der ,,Gemeinsamen 
Tagung der deutschen, franzésischen und schweizerischen Biochemiker‘ in Ziirich 
vorgetragen. 

3M. Civen u. W. E. Knox, J. biol. Chemistry 234, 1787 [1959]. 








Abb. 
und 
nach 
ist d 
Strei 
zahl 
Auf 
nach 
tisol 
trage 
wahr 
24 Si 
lase: 
Min. 
besti 
koge 
Glyk 
wicht 
bestii 
Nebe 
2-Std 
ber-F 


zu ell 
in de 
hierr 
nach 
ist ®, 
Kor 
i 
stark 
d 
gabe 
der ] 
(p<O 
ZWise 
] 
sich a 
dem ] 





4 
[1956] 
5 


matisc 
6 





ve 





Bd. 323 (1961) Wirkungsmechanismus der Glucocorticoide 979 


100 

Abb. 1. Kinetik des Glykogen- 
und des Pyrrolase-Anstiegs % 
nach Cortisolgabe. In Klammern 
ist die mittlere quadratische 
Streuung und danach die An- 
zahl der Versuche angegeben. 
Auf der Abszisse ist die Zeit 
nach oraler Gabe von 5 mg Cor- 
tisol pro 100g Ratte aufge- 
tragen. Die Tiere hungerten 
waihrend des Experimentes und 50+ 
24 Stdn. zuvor. — e¢ : Pyrro- | 
lase: 100% = 214+-40,8 nMol/ 
Min. pro g Leber-Feuchtgew., 
bestimmt nach 1. ¢.3; 0 : Gly- 
kogen: 100° = 10,45-++3,01 mg 
Glykogen/g Leber-Feuchtge- 
wicht, durch Anthronreaktion 4 
bestimmt. — Schwarze Saulen: 
Nebennierenrinden - Hormone : 
2-Stdn.-Wert = 18,9nMol/g Le- 
ber-Feuchtgewicht,enzymatisch 9 

bestimmt®. Vi LL iE 4 





* 
Nelt72,4) 
(29,7) 


(210-4) 








r 


Std. = 


Aus Abb. 1 ist ferner zu ersehen, daB der starkste Glykogenanstieg 
zu einer Zeit stattfindet, zu der die Nebennierenrinden- Hormone(NNR-H) 
in der Leber praktisch nicht mehr erhéht sind. — In gutem Einklang 
hiermit steigt nach i. v. Gabe von Cortisol-[4-4C] das Glykogen erst an, 
nachdem die Radioaktivitat des Cortisols aus der Leber verschwunden 
ist ®, 


Korrelation zwischen Pyrrolase- und Glykogen-Einzelwerten 


In den Lebern, in denen nach Cortisolgabe das Glykogen besonders 
stark anstieg, fanden wir auch die relativ héchsten Pyrrolase-Werte. 

Fir die Glykogen- und Pyrrolase-Werte, die 6 Stdn. nach Cortisol- 
gabe bestimmt wurden (Abb. 2), ist diese Beziehung sehr gut gesichert; 
der Korrelationskoeffizient von 0,66 ist sicher von 0 unterschieden 
(p<0,001). Gut gesichert (p<0,01) ist gleichfalls die Korrelation 
zwischen Pyrrolase- und Glykogengehalt der 2- und 4-Stdn.-Werte. 

Diese Korrelation sowie die prinzipiell gleiche Kinetik (Abb. 1) 1aBt 
sich am einfachsten mit der Annahme erkliren, da dem Glykogen- und 
dem Pyrrolase-Anstieg der gleiche Mechanismus — niimlich eine Enzym- 





«N.Y. Carrol, R. W. Longley u. J. H. Roe, J. biol. Chemistry 220, 583 
[1956]. 

5 H. J. Hiibener u. W. Rick, in H. U. Bergmeyer, Methoden der enzy- 
matischen Analyse, Verlag Chemie, Weinheim/Bergstr., im Druck. 

6 Pp. M. Hyde, Endocrinology 61, 774 [1957]. 
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induktion — zugrunde liegt. — Der Pyrrolase Anstieg ist jedoch nicht 
die Ursache der Gluconeogenese, da wir ihn auch mit Tryptophan indu- 
zieren konnten’, ohne dadurch eine Gluconeogenese auszulésen. 
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lationskoeffizient (r = 0,66) ist 

v4 - | signifikant von 0 unterschieden 

(p<0,001). Methodik wie in 

108 | | = Abb. 1 beschrieben. (Alle An- 

ed Z i 12 16 gaben sind auf g Leber-Feucht- 
Glykogen (mg/g) —>— gewicht bezogen.) 


Athionin-Hemmung in Abhiangigkeit vom Zeitpunkt 
der Applikation 


Mit Athionin®» liBt sich die Glykogen- und Pyrrolase-Bildung nach 
Cortisolgabe vollstindig unterdriicken’. Diese Hemmung hingt jedoch 
entscheidend vom Zeitpunkt der Athioningabe ab (Abb. 3): 


Verabreicht man das Athionin kurz vor der Cortisolgabe bis 1 Stde. 
danach, so wird die Glykogen- und Pyrrolase-Bildung praktisch voll- 
stindig gehemmt. Fiittert man das Athionin jedoch zur Zeit des starksten 
Glykogenanstiegs — 3 bis 6 Stdn. nach Cortisolgabe — so unterdriickt 
es die Glykogen- und Pyrrolase-Bildung nicht mehr. Als Kontrollen 
(100°%%-Werte) dienten Tiere, die auch Cortisol aber kein Athionin er- 
hielten. — Nach vorlaufigen Versuchen erreicht das Athionin in der Leber 
bereits nach 30 Min. die héchste Konzentration. Die Resorption dieses 
Methionin-Antimetaboliten®» ist daher nicht der limitierende Faktor der 
Athioninwirkung. 

Bemerkenswert ist, da8 das Athionin die Glykogen- und Pyrrolase- 
Bildung etwa zu der Zeit am stirksten hemmt, zu der in der Leber der 
héchste NNR-H-Spiegel beobachtet wurde (Abb. 1). 


6b J. A.Stekol u. K. Weiss, J. biol. Chemistry 185, 577 [1950]. J. A. Stekol, 
U. Mody u. J. Perry, ebenda 285, PC 59 [1960]. 
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Abb. 3. Hemmung der Glykogen- und Pyrrolase-Bildung durch L(-+)-Athionin. 
Die Ratten hungerten 24 Stdn. Danach wurde allen Tieren pro 100 g Kérper- 
gewicht 5 mg Cortisol (in 1 ml isoton. NaCl, durch Ultraschall suspendiert) mit 
einer Schlundsonde gefiittert. Je drei Tieren wurde (15 Min. vor sowie 1, 2 und 
3 Stdn. nach der Cortisol-Gabe) L(+)-Athionin (0,8 ml; 0,16m) ebenfalls oral zu- 
gefihrt. — Lediglich die Kontroll-Tiere (100° - Werte) erhielten kein Athionin. 
5 Stdn. nach der Cortisol- Fiitterung wurden alle Tiere getétet, die Leber sofort ein- 
gefroren und bis zur Analyse (vgl. Text zu Abb. 1) bei —30° aufbewahrt. Schwarze 
Siulen: Glykogen (100% = 8,2 mg/g); schraffierte Saulen: Pyrrolase (100% 
= 193nMol - Min.~? - g~*); leere Saéulen: Lactat-Dehydrogenase (100°, = 237 uMol 
- Min.-!- g-1). Alle fae sind bezogen auf g Leber-Feuchtgewicht. Abszisse : 
Zeitpunkt der Athioninfiitterung nach der Cortisolgabe. 


Um die Spezifitat der Athionin-Wirkung zu priifen, haben wir zu- 
sitzlich noch die Lactat-Dehydrogenase bestimmt. Diese andert sich 
weder nach Cortisolgabe noch nach zusitzlicher Athioninfiitterung sig- 
nifikant. 


Lokalisation der cortisol-induzierten Pyrrolase 
in der Leberzelle 
Um zu priifen, wo die cortisol-induzierte Pyrrolase in der Leber- 
zelle lokalisiert ist, haben wir die Leber in 8fachem Volumen 0,25m 
Saccharose (p,, 7,3; 0,01m Triathanolamin-Puffer enthaltend) homogeni- 
siert und differentialzentrifugiert. 


Lokalisation der Pyrrolase-Aktivitaét in der Leberzelle. 
(Die Zahlen geben Mittelwerte von 5 Versuchen an.) 





ohne Cortisol 5 mg Cortisol/100 g Ratte 








Pyrrolase : ; 
nMol - Min.~? - g-1* | %  |nMol- Min.-1-g-1*} 9%, 
Gesamt-Homogenat 35 | 100 219 100 
léslicher Uberstand 15 











43 81 37 
(110000 xg; 1 Stde.) 


* Leber-Feuchtgewicht. 
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Aus der Tabelle geht hervor, daB nur etwa 40°% sowohl der nicht 
induzierten wie der cortisol-induzierten Pyrrolase-Aktivitat in der lés- 
lichen Fraktion der Leberzelle nachweisbar sind. 


Diskussion 

Mit dem primiren Wirkungsmechanismus der Glucocorticoide 
kénnen nur die Stoffwechselverinderungen zusammenhiingen, die vor 
oder wiihrend des steilen Glykogenanstiegs (Abb. 1) auftreten. Zu diesen 
gehéren die Pyrrolase (Abb. 1), die Picolinsiiure-Carboxylase’ und die 
Tyrosin-x-Keto-glutarat-Transaminase®, Die genannten Enzyme unter- 
stiitzen wahrscheinlich die Glucose-Neubildung aus Protein®. 

Auch der aktive Transport von «-Amino-isobuttersiure ist bereits 
2 Stdn. nach Cortisolgabe erhéht!°; dies kénnte analog der Galaktosid- 
Permease! auch durch Enzyminduktion zustande kommen. — Wahr- 
scheinlich sind allerdings die Leberproteine’ und nicht die vermehrt in 
die Leber transportierten Aminosiuren das wichtigste Substrat der Glu- 
cose-Neubildung. — Beim Transport kénnten die Aminosiuren jedoch 
ihnlich aktiviert werden wie bei der Umwandlung von Protein in Glucose. 
Hier kénnte der Schliissel zur primiren NNR-H-Wirkung liegen. 

Auch der Ribonucleinsiiure-Umsatz steigt nach einmaliger Cor- 
tisolgabe mit aihnlicher Kinetik wie die Pyrrolase an!*. — Die Verinde- 
rungen der Ribonucleinsaure kénnten mit dem Mechanismus der Enzym- 
induktion selbst zusammenhiingen. Hierfiir spricht auch, daB der Purin- 
antimetabolit 8-Aza-guanin die Enzyminduktion hemmt?*. 

Demgegeniiber fiihren Hormonapplikationen iiber mehrere Tage 
sowie Adrenalektomie zu Stoffwechselverinderungen, die nicht ohne 
weiteres Riickschliisse auf den primiren Angriffspunkt der Hormone zu- 
lassen. Zu den Enzymen, die erst nach mehrtiigiger NNR-H-Behandlung 
ansteigen, gehéren die Glutamat-Pyruvat-Transaminase!, die Glucose- 
6-phosphatase4 und die Fructose-1.6-diphosphatase!. 


7 A. H. Mehler u. E.G. MacDaniel, Federation Proc. 17, 273 [1958]. 

8 E.C.C. Lin u. W. E. Knox, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 26, 
85 [1957]; F. T. Kenny, Federation Proc. 19, 4 [1960]. 

® C. N. H. Long, Sympos. on pituitary adrenal functon, Amer. Assoc. Adv. 
Sci. N. Y. 1951, 8. 24. 

10 M.W.Noall, T.R. Riggs, L.M.Walker u. H.N.Christensen, 
Science [Washington] 126, 1002 [1957]. 

1 J. Monod, Angew. Chem. 71, 685 [1959]. 

2 P, Feigelson, M. Feigelson u. O.Greengard, 1st Int. Congress of 

Endocrinology, Copenhagen 1960; K. F. Jervelle, X. Scand. Physiol. Congr. 

Oslo, 22. bis 24. Aug. 1960. 

13 PD. C. Kvam u. R. E. Parks, J. biol. Chemistry 235, 2893 [1960]. 

14 J. Ashmore, A. B. Hastings, F. B. u. A. E. Renold, J. biol. Chem- 
istry 218, 77 [1956]; A. E. Harper u. F.G. Young, Biochem. J. 71, 696 [1959]; 
G. Weber, C. Allard, G. De Lamirande u. A. Cantero, Endocrinology 58, 
232 [1956]; Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 16, 618 [1955]; R.G. Langdon 
u. D. R. Weakley, J. biol. Chemistry 214, 167 [1955]. 

15 L.C. Mokrasch, W.D. Davidson u. R.W.McGilvery, J. biol. 
Chemistry 222, 179 [1956]. 
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Die Lebenszeit der NNR-H ist nach einmaliger i. v. Gabe wesentlich 
kiirzer als ihre Wirkungsdauer. Beim Menschen z. B. betrigt die Halb- 
lebenszeit von Cortisol 80 bis 110 Min., diejenige von Cortison sogar nur 
30 Min.!§. Demnach sind nach 8 bzw. 2,5 Stdn. ungefihr 97% der zu- 
gefiihrten Hormone aus der Blutbahn verschwunden. Auch in der Ratten- 
leber sinkt nach unseren Versuchen der NNR-H-Spiegel etwa 4 Stdn. nach 
oraler Cortisolgabe wieder auf den Ausgangswert ab (vgl. Abb. 1). 

Demgegeniiber halten die durch Cortisol ausgelésten Stoffwechsel- 
wirkungen wesentlich linger an. Dies gilt auBer fiir den bereits erwihnten 
Pyrrolase- und Glykogen-Anstieg (Abb. 1) auch fiir die Glykosurie?’, 
die negative Stickstoffbilianz!’, den Harnsiiure-Kreatinin-Quotienten!® 
sowie die Eosinopenie?® }°. 

Die Diskrepanz zwischen Lebenszeit und Wirkungsdauer der NNR-H 
1aBt sich zwanglos durch Enzyminduktion erkliren. Das einmal indu- 
zierte Enzym bleibt nimlich iiber viele Stunden, ja Tage, in der Zelle 
erhalten, unabhingig von der Lebenszeit des Induktors. 

Die Enzyminduktion erklirt noch einige andere bisher schwer ver- 
stiindliche NNR-H-Wirkungen: 

So steigt die Harnstoffausscheidung erst 4 Stdn. nach Cortisolgabe 
an, obgleich die Gluconeogenese aus Proteinen bereits friiher einsetzt?°. 
Wahrscheinlich wird ein Teil des freiwerdenden Aminostickstoffs in den 
ersten 4 Stdn. fiir die Synthese der Ribonucleinsiure!2 verwendet. 

Im Einklang mit einer Enzyminduktion steht ferner, daB die Gluco- 
neogenese nach Cortisolgabe durch Glucose und glucoplastische Amino- 
siiuren gehemmt wird®!. Auch andere Enzyminduktionen lassen sich 
nimlich durch Glucose unterdriicken"!. 

SchlieBlich wird verstaindlich, warum die Corticosteroide in sehr viel 
geringerer Konzentration als Enzyme oder deren Cofaktoren wirksam 
sind. Ein einziges induzierendes Molekiil kann nimlich die Bildung einer 
groBen Zahl von Enzymmolekiilen auslésen”. 

Auf Grund der geschilderten Versuche liBt sich die gluconeo- 
genetische Wirkung des Cortisols auch durch die Bestimmung der 
Pyrrolase-Aktivitiét messen. Dies steht in gutem Einklang mit den Be- 
funden von Westermann et al.”. 


16 R. E. Peterson, Ann. N. Y. Acad. Sci. 82, 846 [1959]; Recent Progr. 
Hormone Res. 15, 231 [1959]. 

17 P, Fourman, J. clin. Invest. 29, 1462 [1950]. 

18 KE. Koch u. W. Rick, Die Medizinische 1958, 2123; J. H. Kellgren u. 
O. Janus, Brit. med. J. 1951, IT, 1183. 

19 P.H. Forsham, G. W. Thorn, F. T.G. Prunty u. A.G. Hills, J. clin. 
Endocrinol. 8, 15 [1948]. 

20 C.N. H. Long, E.G. Fry u. M. Bonneastle, Ist Int. Congr. Endocrino- 
logy, Copenhagen 1960, S. 819. 

21 F. L. Engel, 8. Schiller u. E. J. Pentz, Endocrinology 44, 458 [1949]; 
Amer. J. Med. 10, 556 [1951]. 

2 M. Kogut, M. R. Pollock u. E. J. Tridgell, Biechem. J. 62, 391 [1956]. 

°3 E.O. Westermann, R. P. Maickel u. B. B. Brodie, Federation Proc. 
19, 268 [1960]; 4th Int. Neurochem. Symposium, Varenna, Italien, Juni 1960. 
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Die Autorensindder Deutschen Forschungsgemeinschaft fiirdie Unter- 
stiitzung dieser Arbeit zu gréBtem Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Nach Cortisolgabe steigen in der Rattenleber zunichst die Trypto- 
phanpyrrolase-Aktivitét und dann der Glykogengehalt mit prinzipiell 
gleicher, lediglich um 2 Stdn. verschobener Kinetik an. 

Die héchsten Glykogenwerte sind dabei hiufig mit den héchsten 
Pyrrolase-Aktivitaten vergesellschaftet. Diese Korrelation ist statistisch 
gesichert. 

Athionin hemmt die Glykogen- und Pyrrolase- Bildung in der ersten 
Stunde nach Cortisolfiitterung fast vollstindig. Ist die starke Glykogen- 
bildung erst einmal eingeleitet, so laBt sie sich mit Athionin nicht mehr 
unterdriicken. 

Alle Versuche sprechen dafiir, daB die Nebennierenrinden-Hormone 
die Gluconeogenese durch Enzyminduktion auslésen. Der Mechanismus 
der primaren Hormonwirkung wird besprochen. 


Summary 


After the administration of cortisol, the liver tryptophan pyrrolase 
activity rises. This is followed by an increase in liver glycogen, showing, 
2 hr. later, principally the same kinetics. 

The highest glycogen values are often associated with the highest 
pyrrolase activities. This correlation has been statistically verified. 

Ethionine almost completely inhibits glycogen and pyrrolase for- 
mation during the first hour after cortisol administration. Once the 
marked glycogen formation has started, it cannot be suppressed by 
ethionine. 

The evidence indicates that the adrenocortical hormones initiate 
gluconeogenesis by enzyme induction. The mechanism of the primary 
hormone action is discussed. 


Doz. Dr. H. J. Hiibener, Institut fiir Vegetative Physiologie der Universitat 
Frankfurt a. Main-Siid, Ludwig-Rehn-StraBe 14. 
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Zur Biosynthese der léslichen Ribonucleinséuren 
Von 
Guido Hartmann und Ursel Coy 
Aus dem Chemischen Universitaétslaboratorium Miinchen, Institut fiir Biochemie 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20, Marz 1961) 


Die Bildung der Ribonucleinsaéuren in der Zelle kann besonders gut an der 
Biosynthese der léslichen Ribonucleinsaéuren studiert werden, da diese durch einen 
einfachen Enzymtest spezifisch nachweisbar sind. Seit langerem sind Enzyme be- 
kannt, die unter Einsatz von Adenosintriphosphat an das Ende der léslichen Ribo- 
nucleinséuren Adenosinmonophosphat anheften kénnen}. Die Reaktion verlauft 
nach dem Schema * 

ATP + CMP—RNA +==> AMP—CMP—RNA + PP. 
Wie ATP kann auch CTP reagieren. 

Es erschien uns lohnend, die Einbaubedingungen fiir ein Nucleotid zu stu- 
dieren, das nicht am Ende der Nucleotidkette der léslichen Ribonucleinsauren ent- 
halten ist. Die vorliegende Mitteilung beschreibt Versuche iiber den Einbau von 
Uridinmonophosphat in lésliche Ribonucleinsaurer. 

Uridintriphosphat, dessen Esterphosphat radioaktiv markiert war**, wurde 
mit einem Extrakt aus Escherichia coli B unter Zusatz der iibrigen Nucleosidtri- 
phosphate ATP, CTP und GTP und Magnesiumionen inkubiert (vgl. Legende zu 
Abb. 1). Aus dem Ansatz lieB sich durch Phenolbehandiung ein nicht dialysier- 
bares, siureunlésliches radioaktives Produkt isolieren. Durch den Abbau mit Ribo- 
nuclease und durch das Spektrum wurde es als Ribonucleinsaure identifiziert. Die 
Sedimentationskonstante S = 3,48 bei 25° (gemessen an einer 0,5proz. Lésung in 
Phosphatpuffer, py 6,8, Ionenstarke 0,08) war identisch mit der unter gleichen 
Bedingungen gemessenen Sedimentationskonstante der léslichen Ribonucleinsaéuren 
aus Escherichia coli B. Wie letztere lieB sich auch das isolierte Produkt mit Amino- 
siuren wie Valin-[#4C] enzymatisch nach bekannten Methoden® verestern. 


* Es werden folgende Abkiirzungen benutzt: AMP, CMP, UMP = Adenosin- 
Cytidin- bzw. Uridin-5'-monophosphat; UDP = Uridin-5’-diphosphat; ATP, GTP, 
CTP, UTP = Adenosin-, Guanosin-, Cytidin- bzw. Uridin-5’-triphosphat; PP = 
Pyrophosphat, RNA = Ribonucleinséure; Tris = Tris-[hydroxymethyl]-amino- 
methan; nMol = Nanomol (= 10-® Mol). 

** Zur Herstellung des im Esterphosphat radioaktiv markierten UTP wurde 
2’.3'-Benzyliden-uridin mit einem H,?2PO,-P,0,-Gemisch im MikromaBstab phos- 
phoryliert?. Das UM®*P wurde enzymatisch zu UTP umgesetzt® und dieses chro- 
matographisch gereinigt*, als Bariumsalz gefallt, nach Behandlung mit Amberlite 
IR-120 H® und nach Neutralisation mit Natronlauge als Lésung des Natriumsalzes 
(spezif. Radioaktivitaét 107 Imp.-Min.—!-~Mol-") erhalten. 

1 L.I. Hecht, M.L. Stephenson u. P.C. Zamecnik, Proc. nat. Acad. 
Sci. USA 45, 505 [1959]; E. Herbert u. E. 8. Canellakis, Biochim. biophysica 
Acta [Amsterdam] 47, 85 [1961] und friihere Arbeiten. 

2 J. Baddiley, J.G. Buchanan u. A.R.Anderson, J. chem. Soc. 
[London] 1958, 3107. 

3 E.S. Canellakis, M.E.Gottesman u. H.O. Kammen, Biochim. bio- 
physica Acta [Amsterdam] 39, 82 [1960]. 

4]. Liebermann, A. Kornberg u. E.S8.Simms, J. biol. Chemistry 215. 
429 [1955]. 

5 M.B. Hoagland, M.L.Stephenson, J.F.Scott, L.I. Hecht u. 
P. C. Zamecnik, J. biol. Chemistry 281, 241 [1958]. 
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Weitere Untersuchungen galten der Frage, ob das Esterphosphat des einge- 
setzten UT®2P in die verschiedenen léslichen Ribonucleinsdéuren im gleichen Aus- 
ma eingebaut wird. Durch Fraktionierung an Hydroxylapatit mit 0,08—0,14m 
Kaliumphosphatpuffer, py 6,8, lassen sich die léslichen Ribonucleinsaéuren sehr 
wirksam auftrennen®. Dieses Trennverfahren wurde auf die radioaktive Ribo- 
nucleinséure unseres Ansatzes angewendet. Abb. 1 gibt das Ergebnis der Fraktio- 
nierung wieder. Uber 90°, der eingesetzten Ribonucleinsiure wurden wieder von 
der Hydroxylapatitsaule eluiert. Die Fraktionen der einzelnen Gipfel wurden ver- 
einigt, dialysiert, konzentriert und die Radioaktivitat und der Ribonucleinsaure- 
gehalt bestimmt. Wie in Abb. 1 angegeben, wurde bei allen drei Gipfeln die gleiche 
Menge UM®P pro Milligramm Ribonucleinsaure eingebaut. 
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Abb. 1. Fraktionierung radioaktiv markierter léslicher Ribonucleinsiuren. Dar- 
stellung der markierten RNA: 150 Mol Tris-HCl-Puffer, py 7,7; 6mg Enzym 
(erhalten durch Verreiben der gefrorenen Bakterien mit Aluminiumoxyd und Ex- 
traktion mit Wasser; anschlieBend 2 Stdn. Zentrifugieren bei 125000 xg; Protein- 
konz. 6 mg/ml), 30 uMol MgCl,, 0,1 wMol UT?2P (6 10° Imp.- Min.~!-Mol-}), je 
0,6 wMol ATP, GTP und CTP. Gesamtvol. 1,9 m/. 15 Min. Inkubation bei 37°; ab- 
stoppen der Reaktion mit 2 mi 90proz. Phenol, die Phenolschicht wird mit 2 ml 
Wasser nachgewaschen, die Uberstande vereinigt und erschépfend gegen 2,5proz. 
KCl Lésung und Wasser dialysiert. Die Lésung wird auf eine Hydroxylapatitsaule’ 
(1,8x4 cm) aufgetragen, die RNA mit den in der Abb. angegebenen Phosphat- 
Pufferkonzentrationen eluiert und in Fraktionen zu je 10 m/l gesammelt. Bei den 
einzelnen Gipfeln ist die spezif. Aktivitat des eingebauten UM*®P (in nMol UM*P 
pro mg RNA) angegeben. 


Die Verkniipfungsstellen des UM*P in den léslichen Ribonucleinsauren lieBen 
sich durch alkalische Hydrolyse bestimmen. Die Hydrolyseprodukte wurden durch 
Papierelektrophorese getrennt. Alle vier Nucleosidmonophosphate waren radio- 
aktiv markiert, wie Abb. 2 zeigt. Dies beweist, daB das eingebaute UM**P mit allen 
vier Nucleotiden verkniipft war. Bei der alkalischen Hydrolyse von Ribonuclein- 





6 G. Hartmann u. U.Coy, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 47. 
612 [1961]. : 

7 A. Tiselius, S. Hjertén u. 0. Levin, Arch. Biochem. Biophysics 65, 
132 [1956]. 
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siure werden namlich die Esterbindungen zwischen dem 5’-Hydroxyl und dem 
Phosphor unter Bildung der 2’- (und 3’-)Nucleosidmonophosphate gelést. Das radio- 
aktiv markierte Esterphosphat bleibt somit an das benachbarte Nucleotid ge- 
bunden. 


Start 








KA KE kk A CLLLLLLLLA 
213+) (MP 2=(3-) AMP 2-(3-)6MP 2:(3-) UMP 





Abb. 2. Elektrophorese des alkalischen Hydrolysats der radioaktiv markierten 
loslichen Ribonucleinsaéure. Die radioaktiv markierte lésliche RNA wurde 18 Stdn. 
in 0,3m KOH bei 37° hydrolysiert. Nach der Neutralisation mit HCIO, und dem 
Abzentrifugieren des KC1O, wurde der Uberstand eingeengt und die Hydrolyse- 
produkte durch Hochspannungselektrophorese auf gewaschenem Schleicher 
& Schill-Chromatographiepapier 2043b in 0,05m Ammoniumformiat-Puffer, 
Pr 3,5, bei 1500 V in 90 Min. getrennt und durch Vergleichssubstanzen (schraffiert 
angedeutet) identifiziert. Auswertung des Streifens im Radiopapierchromatograph 
von Frieseke & Hoepfner, Erlangen-Bruck. 


Der Einflu8 der Nucleotidtriphosphate auf den Einbau des Uridinester- 
phosphats in die léslichen Ribonucleinsauren ist in der Tabelle wiedergegeben. Der 
groBte Einbau wird bei gleichzeitigem Zusatz der Nucleosidtriphosphate ATP, 
GTP und CTP beobachtet. Der Effekt ist spezifisch und kann such beim Rohextrakt 
nicht durch die entsprechend erhéhte Konzentration eines einzelnen Nucleosid- 
triphosphats erzielt werden. Die Wirkung der anderen Nucleosidtriphosphate be- 
steht also nicht darin, hydrolysiertes Uridintriphosphat in der Reaktion 


UDP + XTP ==; UTP + XDP (X = A, G oder C) 


wieder zu phosphorylieren. Die Einbaureaktion besitzt ein ausgepragtes Optimum 
bei py 7,7. Es ist bemerkenswert, daB die Reaktion schon durch Zusatz von 5 ug 
kristallisierter Desoxyribonuclease véllig unterbunden wird. Der Nucleotideinbau 
in die léslichen Ribonucleinséuren aus Escherichia coli ist somit von den gleichen 
Zusitzen abhaingig wie der Einbau von Nucleotiden in nicht weiter charakterisierte 





Komponenten des nucleotideinbauenden Systems. 
Ansactz: 50 wMol Tris-HCl-Puffer, py, 7,7, 10 uMol MgCl,, 0,05 wMol UTP (6 x 10° 
Imp. - Min.~!- ~Mol-"), 2,1 mg Enzym, Zusatze wie angegeben. Vol. 0,5 ml. 15 Min. In- 
kubation bei 37°. Die im saureunléslichen Riickstand nach dem Waschen ver- 
bliebene Radioaktivitét wird ausgezahlt. 











nMol UMP 
zugesetzt wurde : 
eingebaut 

je 0,2 uwMol ATP, GTP, CTP . . 0,33 

-- 0,01 
0,6uMol GTP ........ 0,10 
OVS MOVICEP 6. sk bk we ss 0,13 
OG Mol ATP... . 2. es 0,22 
je 0,2 uMol ATP, GTP, CTP und 
5 ug krist. Desoxyribonuclease . 0,01 
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Ribonucleinsauren in Rattenleber®, Hscherichia coli® und Erbsenkeimlingen!®. Die 
Desoxyribonucleinsaiure-Abhangigkeit der Reaktion eréffnet die Méglichkeit, die 
Beeinflussung der Biosynthese der verschiedenen Fraktionen der léslichen Ribo- 

nucleinséure durch verschiedene Desoxyribonucleinsiure-Praparate zu studieren, | 


Der Deutschen Forschungsgeneimschaft danken wir sehr fiir eine Sach- 
beihilfe. 


Zusammenfassung 


Inkubiert man radioaktives Uridintriphosphat mit Extrakten aus Escherichia 
coli, so wird das radioaktive Nucleotid gleichmaBig in alle Fraktionen der léslichen | 
Ribonucleinséure eingebaut. Der Einbau hangt von der Gegenwart der anderen 
Nucleosidtriphosphate ab und wird durch Desoxyribonuclease véllig unterbunden. 


Summary 


When one incubates radioactive uridine triphosphate with extracts from ~ 
Escherichia coli, the radioactive nucleotide is equally incorporated into all fractions 
of the soluble ribonucleic acid isolated. The incorporation is dependent upon the ~ 
presence of other nucleoside triphosphates and is completely inhibited by deoxy- © 
ribonuclease. 


Dr. Guido Hartmann, Chemisches Universitdtslaboratorium, Institut fiir Bio- 7 
chemie, Miinchen 2, Karlstr. 23. 


8 §, B. WeiB, Proc. nat. Acad. Sci. USA 46, 1020 [1960]. 
® A. Stevens, Biochem. biophys. Res. Comm. 3, 92 [1960]; J. Hurwitz, 
A. Bresler u. R. Diringer, ebenda 8, 15 [1960]. 


10 R. C. Huang, N. Maheshwari u. J. Bonner, Biochem. biophys. Res, 
Comm. 8, 689 [1960]. 








